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INTRDDUDOIÓN 

1. INTRODUCCIÓN. 

En la actualidud uno de los principales objetivos del farmacéutico es el diseño de nuevos sistemas o 

dispositivos de liberación de fármacos que controlen la liberación del agente farmacológico en el sitio de 

acción a una velocidad terapéuticamcnte óptima. La liberación dirigida al sitio específico (ubicación 

espacial) combinada con una velocidad de liberación adecuada (distribución temporal) no sólo puede 

aumentar la eficacia del fármaco sino reducir notablemente la presencia de efectos secundarios adversos, 

mejorando así el índice terapéutico. Dentro de estos nuevos sistemas encontramos a las nanopartículas 

que, comparadas con otros acarreadores coloidales, p1esentan una mayor estabilidad cuando están en 

contacto con fluidos biológicos y su naturaleza pol1mé11ca las hace susceptibles de convertirse en 

sistemas de l1be1ac1ón prolongada y controlada Además son estables durante el almacenamiento y 

ofrecen pos1bd1dad de escalamiento. 

Se considera que la periodontitis es la responsable del 70% de la pérdida de dientes en adultos y es 

la principal causa de que personas mayores de 60 años carezcan de piezas dentales. Aunque en 

México no existen cifras exactas de individuos con este tipo de enfermedades, es bien sabido que se 

encuentran ampliamente diseminadas, no solo en la población adulta y de edad avanzada sino también 

en el sector joven; además este problema se acentúa notablemente en la población de bajos ingresos. 

La efectividad de los tratamientos convencionales para estos padecimientos es lim!tada por el difícil 

acceso a la bolsa pcriodontal 

En el presente trabajo se propone la utilización de nanopartículas para el tratamiento local de la 

gingivitis y la pcriodont1t1s. Se prepararon y ca1acterizaron nanopartículas de tres polímeros 

biodcgradablcs ca1gadas con diferentes proporciones de un agente antibacteriano (triclosán) utilizando 

el método de cmulsif1cac1ón difusión para formación de nanopartículas a partir de polímeros 

preformados Se propuso un nuevo sistema para evaluar la liberación del triclosán a partir de las 

nanopartículas, sin utilizar membranas de diálisis 

Además se evaliran los factores que intervienen en la preparación de nanopartículas por el método de 

desplazamiento de solvente y se propone un nuevo dispositivo que permite aumentar el rendimiento de 

este proceso y b11ndar una alternativa industrial para la producción de nanopartículas. 
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MARCO TEÓRICO 

2. MARCO TEÓRICO. 

2.1. EL PERIODONTO (GENERALIDADES). 

El vocablo periodonto deriva de la raíz latina peo~ alrededor y del griego odous, diente. Se denomina 

periodonto al con1unto de tejidos integrado por la encía (gingiva) y los tejidos de sostén del diente 

(hueso alveolar, ligamento periodontal y cemento radicular) [Rateischak y cols., 1989 y Medlicott y 

cols., 1994] En la figura 1 se pueden apreciar las principales estructuras que forman parte del 

periodonto 

Figura 1. Estructurd' Pcriodont.ilcs [lv\od1licado de Rateischak y cols., 1989]. 

La gingiva o encía es la parte de la mucosa bucal situada en las vecindades inmediatas del diente, rodea 

el cuello de los dientes y es el componente más periférico del periodonto. Se divide anatómicamente en 

encía marginal, que forma el surco gingival; encía adherida y encía interdentaria. La encía marginal está 

2 
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situada alrededor del cuello dentario, la gingiva insertada es la continuación de la encía marginal y la 

encía interdentaria ocupa el nicho gingival, que es el espacio interproximal entre las áreas de contacto 

de los dientes El surco gingival es la depresión de poca profundidad o espacio que rodea al diente, 

limitado por la superficie del diente por un lado y la cubierta epitelial del margen de la encía por el otro 

[Rateischak y cols., 1989 y Medlicott y cols., 1994] El surco gingival y la unión epitelio-diente son 

bañados por un fluido gingival o fluido crevicular. El líquido gingival fluye hacia el surco desde el tejido 

gingival y conectivo a través de la delgada pared del surco a una velocidad de 0.33 pl/min (20 

~11/hora) y ocupa un volumen de O. 5 pi. El fluido gingival se recambia 40 veces por hora; este hecho 

puede influir en el corto tiempo de retención de agentes antibacterianos en la cavidad oral y por tanto 

en la duración del efecto del tratamiento de la gingivitis con pastas, geles dentales, enjuagues bucales y 

sistemas de irrigación [Baker y cols., 1988]. 

Microscópicamente la encía está formada por un núcleo central de tejido conectivo fibroso cubierto por 

un epitelio escamoso estratificado. El epitelio gingival está formado por tres áreas: el epitelio bucal o 

externo, el epitelio del surco y el epitelio de unión El epitelio del surco es muy importante, ya que 

puede fungir como una membrana semipermeable a través de la cual pasan productos bacterianos lesivos 

hacia la encía, así corno líquido tisular de la encía hacia el surco. El epitelio de unión cst,í formado por 

una banda a manera de collar de epitelio escamoso estratificado no queratinizado; la inserción del 

epitelio de unión al diente está reforzada por fibras gingivalcs que dan apoyo a la encía marginal contra 

la superficie dentaria. El epitelio de unión y las fibras gingivalcs forman una unidad funcional conocida 

como unión dentogingival [Gordon y cols, 1981 a y Rateischak y cols., 1989]. 

2.2. ENFERMEDADES PERIODONTALES. 

Enfermedad periodontal es un término genérico empicado para todos los tipos de afecciones 

patológicas de los te¡idos pcriodontalcs, que incluyen enfermedades neoplásicas, degenerativas e 

inflamatorias Las enfermedades inflamatorias del periodonto abarcan las enfermedades gingivales, la 

periodontit1s y las 111ar11fcstaciones periodontalcs de enfermedades sistémicas, las dos primeras son las 

mayor causa de pérdida de dientes en adultos [Friedman y Steinberg, 1990; Medlicott y cols., 

1994 y E~posito y cols, 1997] 

3 
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Se llama enfermedad gingiva! a las alteraciones patológicas de la gingiva; en su enorme mayoría son de 

tipo inflamatorio (gingivitis) y evolucionan hacia un estado de periodontitis. La periodontitis se 

caracteriza por la presencia de lesiones inflamatorias gingivales, con formación de una bolsa periodontal 

(surco gingival patológicamente profundizado) que conduce a la destrucción de los tejidos de soporte 

del diente; y finalmente a la pérdida de piezas dentales. Este proceso es esquematizado en la figura 2. 

Su causa primaria es infecciosa (placa bacteriana), aunque varias enfermedades sistémicas pueden 

presentar manisfestaciones gingivales y periodontales tales como deficiencias vitamínicas y proteicas; 

enfermedades endócrinas (hipofunción tiroidea, trastornos hipofisiarios, hiperparatiroidismo, diabetes 

mellitus, alteraciones hormonales durante el embarazo, etc ) ; enfermedades hemáticas (leucemia, 

agranulocitosis, etc) e inmunodeficiencias (enfermedad de Chédiak-H1gashi, SIDA, etc.). Las bolsas 

periodontalcs contienen residuos cons1stentcs en microorganismos y sus productos (enzimas, cndotoxinas 

y otros productos metabólicos), placa dental, líquido ging1val, células epiteliales descamadas y 

leucocitos Algunas especies que han sido fuertemente asociadas con la enfermedad periodontal son: 

Porpliyromonas g1ágwalis, Prcvotcl/a 1ntcrmcd1a, Bactcro1dcs g1ngwalis, Bactcroidcs dcnticola, 

Fusobactcrium nuclcatum, Actli1obaollus act1nomycctcmcomitans, Eikcnc//,1 corrodcns y 

Capnocytopliaga g1ngivalis [Baker y cols., 1988; Friedman y Steinberg, 1990 y Medlicott y cols., 

1994] 

·--1 ~-1 
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Figura 2. Formación de la bolsa pc11odon1.il (t\) Saco 9i1191val sano, (B) Bolsa periodontal. 

1. Corona, '.:! Saco Gingival, J Bolsa Pcriodo111al, .J [p1td10 de Unión, 5. Gingiva y 6. Hueso Alveolar. 
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2.3. PLAN DE TRATAMIENTO PERIODONTAL. 

El tratamiento periodontal tiene una doble finalidad: la eliminación total de la enfermedad y el 

mantenimiento de la salud periodontal. En general, el objetivo del tratamiento es eliminar la placa 

bacteriana y crear las condiciones para que el paciente pueda mantenerse libre de ella en forma 

permanente [Carranza y Sznajder, 1996]. Junto con el tratamiento instrumental de la bolsa 

periodontal (raspado y alisado radicular) se propone la utilización de estrategias destinadas a suprimir o 

eliminar periodontopatógenos específicos y a controlar su crecimiento en la superficie y alrededor del 

diente. 

La terapéutica antimicrobiana es importante para eliminar bacterias a las cuales no se puede llegar por 

medios instrumentales. Algunos trabajos de investigación han demostrado que la administración sistémica 

de algunos ant1microbianos puede alcanzar concentraciones terapéuticas en el sitio de infección, sin 

embargo, estas concentraciones son mantenidas por un corto periodo después de una dosis única y la 

dosis empleada es capaz de producir efectos sistémicos indeseables [Gordon y cols., 1981 a y Gordon 

ycols.,1981b]. 

Con la administración local de antimicrobianos para el tratamiento periodontal se pueden alcanzar, en el 

periodonto, concentraciones más elevadas que las alcanzadas por vía sistémica empleando dosis menores 

[M. Addy y cols , 1988] La principal desventaja de la administración local de antimicrobianos es la 

dificultad de penetrar a la bolsa periodontal y alcanzar la concentración adecuada del fármaco en el 

sitio de acción [ B V Somayaj1, 1 99 8] Los métodos comúnmente empicados para administrar y/o 

transportar ant1m1crob1anos dentro de la bolsa periodontal son: enjuagues, irrigación, administración 

sistémica y apl1cac1ón local usando dispositivos de liberación sostenida [Medlicott y cols., 1994; 

Drisko, 1996 y Grecnste1n y Polson, 1998] 

2.4. TRATAMIENTO LOCAL DE LA GINGIVITIS Y LA PERIODONTITIS. 

El éxito de los sistemas de liberación de fármacos diseñados para el tratamiento de las enfermedades 

periodontales depende de su habilidad para liberar los agentes antimicrobianos hacia la base de la bolsa 

periodontal alcanzando dentro de ella concentraciones bacteriostáticas o bactericidas. También deben 

facilitar la retención del medicamento en el sitio de acción el tiempo necesario para que se presente un 

r-· ... 
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efecto terapéutico [Medlicott y cols., 1994; Ganem-Üuintanar y cols., 1 998 y Greenstein y Polson, 

1 998). Las técnicas propuestas para administrar antimicrobianos que pretenden cumplir con lo 

anteriormente expuesto son comparadas en el cuadro 1 . 

Cuadro 1 . Comparación de sistemas de liberación de fármacos para el tratamiento de la Periodontitis 
(Modificado de Greenstein y Polson, 1998) 

Enjuagues Bucales Irrigación Sistemas de Sistemas de 

Subgingival Liberación Liberación 

Sostenida Controlada 

Alcance del sitio de Pobre Bueno Bueno Bueno 

acción 

Concentración de Buena Buena Regular Buena 

fármaco adecuada 

Duración adecuada de 

la terapia Pobre Pobre Regular Buena 

Pitcher y colaboradores [ 1980) demostraron que un agente revelador de placa bacteriana administrado 

en un enjuague bucal no puede penetrar dentro de la bolsa periodontal, indicando que este método de 

liberación no es adecuado para el tratamiento de infecciones subgingivales. 

La irrigación de soluciones ant1bacteriales directamente en las bolsas periodontales con jeringas manuales 

y/o dispositivos especiales presentan mayor penetración pero la duración de la acción es generalmente 

corta y se requieren aplicaciones frecuentes para mantener una concentración efectiva en la bolsa 

periodontal La necesidad de aplicaciones múltiples para obtener un beneficio clínico da lugar a que el 

paciente no esté conforme con este tipo de tratamiento. 

2.4.1. SISTEMAS DE APLICACIÓN SUPRAGINGIVAL. 

Se han propuesto algunos sistemas de liberación prolongada para aplicación supragingival de agentes 

capaces de controlar la acumulación de la placa dental y evitar la gingivitis. Entre estos sistemas se 

encuentran un barniz y una película que contienen clorhexidina [Brayer y cols, 1988 y Shapira y cols., 

1994]; una película de copolímeros del ácido metacrílico con cloruro de cetilpiridinio [Kostovski y 

cols., 1 994] y un antibiótico producido por cepas del hongo /vi. xanthus [Manar y cols., 1989]. 
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Estos sistemas han sido utilizados después de retirar la placa dental por raspado y alisado radicular y 

solo han sido capaces de prevenir la acumulación de nueva placa dental. 

2.4.2. SISTEMAS DE APLICACIÓN SUBGINGIVAL. 

Algunos agentes antimicrobianos como clorhexidina, tetraciclina y metronidazol han sido incorporados 

en geles que son aplicados subgingivalmente después de retirar mecánicamente la placa dental. En 

general, en este tipo de sistemas se ha logrado evitar que los sitios tratados sean recolonizados por 

patógenos [Oosteerwaal y cols., 1991; Ainamo y cols., 1992; Kalaitzakis y cols., 1 993; Unsal y 

cols, 1995; Esposito y cols., 1996 y Stelzel y Flores de Jacobi, 1996] Con estudios de 

fluorescencia se ha dcmostr,1do que sólo el 50 % del gel aplicado permanece en contacto con la bolsa 

periodontal por un tiempo de 1 2 minutos, el resto del gel es eliminado inmediatamente después de su 

aplicación [Wade y cols., 1992] Nakagawa y colaboradores [1991] formularon un ungüento que 

contiene 2 C>ó de clorhidrato de minoc1clina y ud1111nistr,indolo por irrigación 4 veces por semana 

lograron la cl1m1nac1ón de A. act111omycetcmcom1tans, P g1ng1val1s y P. intermedia hasta por 12 

semanas, lo cual ocasiona una disminución en la profundidad de las bolsas periodontales; este efecto se 

ve potenciado si se realiza previamente un raspado meciÍnico. Otros autores [Taner y cols., 1994; 

Yeom y cols, 1997 y Schwach-Abdellaou1 y cols, 2000] han propuesto la utilización de películas 

resorb1bles de derivados de celulosa con dox1c1cl1na y clorhex1dina [Stabholz y cols., 1986; Taner y 

cols., 1994, Yeom y cols, 1997 y Schwach-Abddlaou1 y cols, 2000]; todos estos sistemas han 

disminuido rrncroorganismos patógenos en la bolsa periodontal. En el cuadro número 2 se presentan 

algunos ejemplos de sistemas de aplicación subgingival. 
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Cuadro 2. Sistemas de aplicación subgingival. _ 

,. ,. 
',,: . ¡, .. ,. 

Referencia ~ Sistema Principio Activo· 1;·,.. . 
. F .. , .. 

Gel, - Clorhexidina 2 %; Fluoruro estanoso 4 %; Oosteerwaal y cols., 1991. 

Fluoruro-amina 1 . 2 5 % 

- Clorhexidina 1 % Kalaitzakis y cols., 1993. 

- Metronidazol 2 5 % Ainamo y cols., 1 992 y Stelzel y 

Flores de Jacobi, 1996. 

- Clorhexidina al 1 %; Triclosán 40 % Unsal y cols., 199 5. 

- T etraciclina Esposito y cols., 1 996. 

- Azul de metileno Gibson y cols., 1 994. 

- Histatina Paquete y cols., 1 997. 

Ungüento - Clorhidrato de Minociclina 1 %y2 % Van Steenberghe y cols., 1993. 

- Triclosan 40 % Eckles y cols., 1990. 

Películas de - Clorhexidina Stabholz y cols., 1 986. 

derivados de - Doxiciclina Taner y col s., 1994; Yeom y 

celulosa cols., 1 997 y Schwach-Abdellaoui y 

cols., 2000. 

Película de - T etraciclina Minabe y cols., 1989. 

colágeno 

2.4.3. SISTEMAS DE LIBERACIÓN "INTRAPOCKET". 

Estos sistemas son colocados directamente en la bolsa periodontal y pueden ser: 

a) Sistemas tipo reservorio; la liberación del activo es controlada por la difusión del fármaco a 

través de una membrana polimérica. 

b) Sistemas tipo matriz; el fármaco puede ser dispersado o disuelto en la matriz y es liberado por 

difusión y/o erosión o disolución de la matriz, dependiendo del tipo de polímero empleado. 

Los sistemas "intrapocket" pueden ser preparados con polímeros no biodegradables y polímeros 

biodegradables. La mayor limitación de los sistemas no degradables es que deben ser removidos 

s 
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después de un periodo de tratamiento. En contraste, los sistemas biodegradables (en la mayoría de los 

casos) se erosionan o disuelven dentro de la bolsa periodontal. 

a) Sistemas "intrapocket" tipo reservaría. 

El primer sistema de este tipo fue un tubo de diálisis de acetato de celulosa con clorhidrato de 

tetraciclina (diámetro de 2 50 pm). Tiene una cinética de liberación de primer orden y el 9 5 % de su 

activo es liberado en las 2 primeras horas, manteniendo concentraciones terapéuticas por más de 2 4 

horas y redurn:ndo patógenos periodontales [Goodson, 1 979). 

Posteriormente se han d1senado f1b1as monolíticas de polietileno, polipropileno, policaprolactona, 

poliuretano, celulosa y etilenv1nilacetato que contienen tetraciclina; ( Michalowicz y cols., 1995). 

También se han diseiiado sistemas tipo reservorio en forma de fibras huecas que contienen gluconato de 

clorhexidina al 20 % [Coventry y Newman, 1982) y metronidazol al 0.5 % [Wan Yusof y cols., 

1 9 8 4) Las fibras con clorhexidina liberan el 9 5 % del activo durante las primeras 2 4 horas, según 

estudios de l1berac1ón 1iJ ''"'º [Coventry y Newman, 1982). 

b) Sistemas "intrapocket" tipo matriz. 

Aquellos sistemas que liberan sólo por difusión son preparados usando polímeros insolubles en agua y/o 

polímeros biodegradables como matriz del sistema Los sistemas que en la matriz tienen polímeros 

solubles en agua o polímeros b1odegradables liberan su activo por difusión y por erosión o disolución 

de la matriz. Después de un tiempo determinado los sistemas no biodegradables deben ser retirados 

completamente por un,1 persona capacitada, de lo contrario, pueden permanecer en el paciente restos 

del sistema, prcsent,indose reacciones 1nflamutor1as en los tc¡idos adyacentes. También, la remoción de 

este d1spos1t1vo es acompa11adu por una decl1nac1ón rápida en la concentración antibacterial lo cual, a 

menudo, se relaciona con la 1ccolor11zac1ón de la bolsa periodontal [T onetti y cols., 1 990). En 

contraste, en los sistemas b1odcgradables (en la mayoría de los casos) la liberación del activo y la 

degradación del polímero ocurre en intervalos de tiempo semejantes. En los cuadros 3 y 4 se presentan 

algunos c¡emplos de estos sistemas. 
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Cuadro 3. Sistemas de liberación "intrapocket" tipo matriz (no degradables). 

Matriz Forma 

Polietilmetacrilato Películas y - Clorhexidina, .. Metronidazol, 
(Orthoresin ®) Parches T etracidina 

- Metronidazol 

Etilcelulosa Películas - Clorhexidina 

- Gluconato de 
dorhexidina, Clorhexidina 

- Metronidazol 
- T etraciclina 
- Minociclina 
- T etraciclina, Metronidazol 

Acetato de Fibras - T etraciclina 
etilenvinilo 

Etilmetacrilatos Películas - Clindamicina 
(Eudragit RL <!<.) 

10 

Addyy cols., 1982 y Addy y 
Langeroudi, 1984. 
Yeung y cols., 1983 yAddy y 
cols., 1988. 

Friedman y Golomb, 1982 y 
Stabholz y cols., 1986. 
Soskolne y cols., 198 3. 

Golomb y cols., 1984. 
Elkayam y cols., 1988. 
Azouri y cols., 1988. 
Loesche y cols., 1 996 y 
Somayaji y cols., 1 998. 

Goodson y cols., 1983 y 
T onetti y cols., 1 990. 

Higashi y cols., 1 990. 
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Cuadro 4. Sistemas de liberación "intrapocket" tipo matriz (degradables). 

- •. -

·::r~ j;.;"· ¡ ' ~·-
. 

·;-·-, 

Matriz ·F~rrna ... -Principio Ai:tlvo Referencia 
'_ 

Hidroxipropilcelulosa Películas Clorhexidina, T etraciclina Noguchi y cols., 198 4. 

Colágeno entrecruzado Películas, T etracidina Minabe y cols., 1989; 

(T elocollagen®) Esponjas Minabe y cols., 1989b y 

Parches Minabe y cols., 1989c. 

------
Gelatina Entrecruzada Películas Clorhexidina, T etraciclina Steinberg y cols., 1990. 

(Proteína Byco ') 

Hidroxipropilcelulosa, Película Ofloxacina Higashi y cols., 1990 y 

copolímero S del ácido Kimura y cols., 1991. 

metacrilíco 

------·----- - -----·· 

Poi i-! :-ca prolact ona, Fibras T etracidina Goodson y cols., 1983 y 

Polietilenglicol, Dunn y cols., 1 983. 

H1droxipropilcelulosa 

Ac~d~ ~-olilá-~Li~~---- Comprimidos T etraciclina, Metronidazol Collins y cols., 1989. 

A~id; polihidrox1b~tirico -- Parches T etraciclina, Metronidazol Deasy y cols., 1989. 

-~---·- ... -----------~--

(opolímeros de ácido Micropartículas T etraciclina Baker y cols., 1988. 

láctico y poliláctico Minociclina Esposito y cols., 1997. 

----- --- --'" 

Poi 1-1 :-ca prolact ona Películas Clorhexidina Lawter y cols., 1 990. 

Monooleato de glicerilo, Gel Metronidazol Ainamo y cols., 1992; 

aceite de sésamo Medlicott y cols., 1992 y 
Norling y cols., 1992. 
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Cuadro 4 (Continuación). Sistemas de liberación "intrapocket" tipo matriz (degradables). 

"''·• ·'.•·"· •· .• .... : ' 
. r ,',·.~1:• 

+·~~.::~ ,,, .. /, '"/ 
¡. .. ·;-\~-~.' . .,,~ 

Matriz F~rma Principio Activo '• ; Ref~.r~ncÍ~ ::::~", 
. ~ ~' ·:·>.-;~-~-
,;-.':: ·-

Copolímeros de ácido Películas Clindamicina Higashi y cols., 1990. 
metacrílico 

y metilmetacrilato 
(Eudragit L@ y Eudragit S®) 

Poliláctico-co-glicólico Películas T etraciclina Agarwal y cols., 1993 y 

W ebber y Mathiowitz, 1997. 

----- -·-

Poli-orto-ésteres Películas Metronidazol Vasavada y Junnarkar, 1997. 

Acetato-ftalato de celulosa, Películas Metronidazol Gates y cols. 1 1994. 
Polietilenóxido-co-

propilenóxido 

Las películas de polietilmatacrilato con clorhexidina, tetraciclina y metronidazol incluidas en el cuadro 3 

fueron preparadas por compresión. La velocidad de liberación in vitro depende del tipo y cantidad de 

fármaco cargada en las películas. Películas que contenían 30 % p/p de fármaco (clorhexidina, 

tetraciclina o mctronidazol) liberan, respectivamente, 5 7 1 40 y 96. 6 % de la carga total en 1 4 días. 

Las pruebas microbiológicas in vitro demostraron que las películas con metronidazol son más efectivas, 

pero no se han determinado las velocidades de liberación in vivo, ni la concentración de fármaco 

alcanzada en el fluido g1ngival [Addy y cols. 1 1 982 y Addy y Langerouidi, 1984]. Se ha 

demostrado que la administración diaria de clorhexidina por irrigación subgingival después del raspado y 

alisado radicular es igualmente efectiva al tratamiento con parches de metronidazol que son colocados 

dentro de la bolsa periodontal y reemplazados semanalmente [Yeung y cols. 1 1983]. 

Lds películas de etilcelulosa han sido producidas por la evaporación del solvente de soluciones de 

ct1lcclulosa que contienen el principio activo, disuelto o dispersado. La velocidad de liberación del 

activo de estos sistemas depende del tipo de solvente y del principio activo utilizados [Friedman y 

Golomb., 1982; Stabholz y cols., 1986 y Loesche, 1996]. En estudios in vitro, películas 

1 2 
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preparadas con etanol y 5 % p/p de clorhexidina liberan el 9 5 % del activo en 1 O días; mientras que 

películas preparadas con cloroformo que contenían 5, 1 O y 20 % p/p de clorhexidina liberan 20, 30 

y 60 % del activo, respectivamente, en un periodo de 205 días. La adición de polietilenglicol a estos 

sistemas favorece la velocidad de liberación del activo pues aumenta la porosidad de las películas 

[Friedman y Golomb, 1982) 

Soskolne y colaboradores [ 198 3) realizaron estudios in vitro para películas preparadas con etanol y 

gluconato de clorhexidina al 30 % p/p y películas preparadas con cloroformo, 30 % de clorhexidina y 

1 O % de pol1etrlcngl1col Las películas con etanol liberaron 80 % de la carga total en 3 días y las de 

cloroformo liberan 5 c·o en 6 días. Se propone que el uso de etanol incrementa la fracción amorfa del 

polímero, lo cu.11 favorece la difusión y por tanto la l1bcr,1ción del ,1ct1vo; así mismo, la solubilidad del 

activo en los diferentes solventes utilizados para preparar las películas puede modificar la velocidad de 

liberación. Estudios m 1·ivo demostraron que el tratamiento por 9 días con películas de clorhexidina 

preparadas con etanol, reemplazadas cada 3 días, permite reducir patógenos periodontales hasta por 

11 semanas [ Soslolne y cols , 198 3]. También se han preparado películas cargadas con 

metron1dazol, tctrac1cl1na y rrnnociclina usando etanol y pol1etilenglicol, éste último favorece la liberación 

[Golomb y cols, 1984; Azoury y cols., 1988 y Elkayam y cols, 1988) 

Diversos polímeros se han utilizado para preparar, por extrusión, fibras huecas que contienen 

tetraciclina; entre estos polímeros se encuentran: polietileno, pol1propileno, poli-t:-eaprolactona, 

pol1uretano, prop1onato-acetato de celulosa y acetato de etilenv1nilo. La velocidad de liberación 1/1 vitro 

depende del polímero utrlrl1zado, siendo más rápida la liberación a partir de fibras de pol1etileno y 

pol1uretano Las fibras de acetato de etilenv1nilo son más flexibles y permiten la liberación 1/7 vitro de la 

tetraciclina hasta por 9 días [ Goodson y cols , 1983 y T onetti y cols., 1990). Actualmente se 

distribuyen co111crc1al111ente frbras de acetato de etilenv1nrlo con tetraciclina. 

Se han diseñado pcliculas a base de h1drox1proprlcclulosa que contienen clorhexidrna y tetraciclina, estas 

películas se d1suc lven lentamente ,11 entrar en contacto con saliva o fluido ging1val, adhiriéndose al diente 

y a tqidos suaves Estudios de l1berac1ón m v1tro de películas con 5 % de clorhexidina o 1 % de 

tctrac1clina liberan en una hora 90 y 80 o/o del activo, respectivamente. La hidroxipropilcelulosa se 
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disuelve en 3 horas aproximadamente. No se han realizado estudios de liberación in vivo ni se ha 

determinado la concentración del activo en el fluido gingival [Noguchi y cols., 1984]. 

El colágeno ha sido investigado corno probable acarreador biodegradable de agentes antibacterianos 

hacia la bolsa periodontal Cuando el colágeno se entrecruza utilizando forrnaldehído se prolonga la 

liberación de tetraciclina y el efecto ant1bacteriano puede ser mantenido por más de diez días, con una 

liberación controlada que alcanza una dosis efectiva en el fluido crevicular (8 ~tg/ml) [Minabe y cols., 

1989a; Minabe y cols, 1989b y Minabe y cols., 1989c]. 

Steinberg y colaboradores [ 1 990] han desarrollado un sistema degradable a base de gelatina 

entrecruzada que contiene clorhidrato de clorhex1dina y diacetato de clorhexidina. El perfil de liberación 

de la clorhex1d1na es dependiente de la cantidad de clorhexidina incorporada en la película, del 

entrecruzamiento del polímero y de la sal de clorhexidina usada. El tiempo de liberación es corto y varía 

de 4 a 80 horJs 

La poli-c-caprolactona es un poliéster biodegradable que ha sido propuesto para la liberación de 

tetraciclina y clorhexidina dentro de las bolsas periodontales. Fibras de este polímero con 2 5 % p/p 

de tetraciclina colocadas dentro de la bolsa periodontal alcanzan una concentración de 1 600 pg/ml. 

Dicho polímero también ha sido util1zudo para preparar películas por evaporación de solvente 

observandosc una liberación 111 11/ro de orden cero durante 2 4 horas, la velocidad de liberación 

depende de la cantidad de activo incorporado y de la forma que se emplee (base o diacetato [Dunn y 

cols., 1983, Goodson y cols, 1983 y Lawter y cols, 1990] 

En un estudio reul1zado 1/1 1·11·0 con purtículas de ácido metacrílico dispersadas en películas de 

h1drox1prop1lcclulosJ con 1 O 'fo de ofloxdc1na se demostró que aunque la ofloxacina puede permanecer 

rniÍs tiempo que otros activos en la bolsa periodontal y que no hay una reducción estadísticamente 

significativa en lu población de microorganismos subgingivales, con respecto a grupos control. El 

tratamiento se aplicó una vez a la semana durante 3 5 días [Higashi y cols., 1990 y Kirnura y cols., 

1991 J 

Los copolímeros del ácido láctico y poliláct1co han sido ampliamente estudiados corno sistemas de 

l1berac1ón "intrapocket" en diferentes presentaciones: parches, comprimidos, películas y rnicropartículas 

,_,,, 
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MARCO TEÓRICO 

[Baker y cols., 1988; Agarwal y cols., 1993; Esposito y cols., 1997 y Webber y Mathiowitz, 

1997] 

Películas de poliláctico-co-glicólico con 5 y 2 5 % de tetraciclina logran alcanzar concentraciones 

efectivas hasta por 1 4 días una vez colocadas en las bolsas periodontales, a pesar de que solo es 

liberado 30-69 % de la carga total de activo. Las películas de este polímero son pobremente 

retenidas en las bolsas periodontales, por lo que fueron aseguradas alrededor del diente con un 

adhesivo de cianoacrilato [Agarwal y cols., 1993 y Webber y Mathiowitz, 1997 J. 

En los últimos años, se han utilizado poli(u.-hidroxiácidos) biodegradables para la preparación de 

micropartículas que puedan colocarse dentro de la bolsa per1odontal, entre estos polímeros los más 

comunes son el ácido poliláctico y el ácido poliláctico-co-glicólico La velocidad de liberación de 

activos a partir de estos polímeros es influenciada por la relación láctico/glicólico, el peso molecular, la 

cristalinidad del copolímero y el pH del medio. Por ejemplo, la liberación de tetraciclina se incrementa 

cuando aumenta el pH [Baker y cols., 1988 y Esposito y cols., 1997]. 

Principios activos corno tetraciclina y minoc1clina han sido incorporados en micropartículas. Baker y 

colaboradores [ 1988] proponen la suspensión de micropartículas con tetraciclina en Pluronicó9 F1 27. 

Este material forma un gel a temperatura corporal, manteniendo así las nanopartículas en la bolsa 

periodontal En estudios realizados en monos se logró mantener niveles efectivos en el fluido crevicular 

hasta por 4 días Sin embargo, para micropartículas del mismo polímero con minociclina se alcanzan 

concentraciones terapéuticas hasta por 1 4 días en bolsas pcriodontales de perros a los que se aplicó 

una dosis única de micropartículas liofilizadas [Baker y cols., 1988 y Esposito y cols., 1997]. 

2.4.4. SISTEMAS DE APLICACIÓN LOCAL DISPONIBLES COMERCIALMENTE. 

En Estados Unidos y otros países se comercializan diversos sistemas, que proveen de manera local 

medicamentos a fin de tratar los padecimientos periodontales. Los cinco sistemas comercializados más 

conocidos se seríalan a continuación. 

a) Actis1te' son pequeñas fibras de acetato de etilenvinilo con 2 5 % de clorhidrato de 

tetraciclin,1; deben ser insertadas dentro de la bolsa periodontal, se colocan con un aplicador y 

se aseguran con un adhesivo de cianoacrilato. Deben reemplazarse cada 7 días pues no son 

-.... ~-···-, ¡-· 
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resorbibles; proveen una emisión controlada de tetraciclina, mantienendo niveles de 600 ~1g/ml 

en el fluido gingival crevicular durante 1 O días [ Drisko y col s., 1995 y Lowenguth y cols., 

1995] 

b) Elyzol" se comercializa en Estados Unidos y Europa, es un gel de monooleato de glicerol y 

aceite de sésamo que contiene 2 5 % de metronidazol. Se inyecta directamente en la bolsa 

periodontal, aumentando su viscosidad al contacto con fluidos acuosos. Mantiene niveles 

terapéuticos por periodos de 2 a 3 días y debe ser usado dos veces en un lapso de tres 

semanas [Stelzel y Flores de Jacobi, 1 997 y Noyan y cols., 1 997]. 

c) PerioChip ,,. es una película delgada de forma rectangular con uno de los extremos cóncavos, sus 

dimensiones son: 4 mm X 5 mm X 3 50 ~Lm, tiene un peso de 7. 4 mg. El chip contiene 2. 5 

mg de gluconato de clorhexidina (como base) incorporada en una matriz biodegradable de 

gelatina. Perio(hip·"' se biodegrada completamente en la bolsa periodontal aproximadamente en 

7 días. El chip libera aproximadamente el 40 % del activo durante las primeras 2 4 horas, 

probablemente por un fenómeno de difusión, pero mantiene una liberación prolongada y 

constante durante 7 días, paralelamente, el chip sufre degradación enzimática [Soskolne y cols., 

1997 y Goffin, 1998] 

d) Dentornycin" es un gel resorbible compuesto por hidroxietilcelulosa, triacetina, copolímero 

arninoalqud-melacnlato y cloruro de magnesio, contiene 2 % de minociclina y debe 

administrarse una vez a la semana [Timmerrnans y cols., 1 996 y Graca y cols., 1 997]. 

e) Atrigcl" es un gel resorb1ble formado por una base polimérica de ácido poli(D-L.láctico) en 

N-mctd-2-pirrolidona, contiene 1 O% de doxic1clina. Es inyectado con una cánula dentro de la 

bolsa periodontal, donde solidifica 117 situ y provee una liberación controlada del activo durante 

aproximadamente 7 días [Garret y cols, 1 997 y Polson y cols, 1 997). 
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2.5. SISTEMAS ACARREADORES DE FÁRMACOS. 

En la actualidad uno de los principales objetivos del farmacéutico es el diseño de nuevos sistemas o 

dispositivos de liberación de fármacos que controlen la liberación del agente farmacológico en el sitio de 

acción a una velocidad terapéutica mente óptima. De forma general, todos los sistemas de liberación 

controlada tratan de mejorar la eficacia de un tratamiento controlando la liberación temporal y espacial 

del fármaco. En lo referente al control temporal, el propósito de los sistemas de liberación controlada es 

liberar el fármaco durante un mayor periodo de tiempo o bien, entregarlo a un tiempo específico 

durante el tratarniento. El control de la distribución espacial del fármaco permite a los sistemas de 

liberación controlada dirigir el fármaco a un sitio especifico dentro del cuerpo [Uhrich y cols., 1999] 

La propuesta de crear sistemas dirigidos de entrega de fármacos fue introducida por Paul Ehrlich 

en 1 906 con su concepto de "balas mágicas" Ehrlich imaginó que podrían desarrollarse sistemas que 

únicamente actuaran sobre un sitio blanco, depositando en él la sustancia activa. Los acarreadores 

coloidales de f,írmacos por su pequeña talla de partícula (generalmente menor a 1 pm) parecieran hacer 

posible la propuesta de Ehrlich [Krcuter, 1994] 

Los Sistemas Coloidales Acarreadores de Fármacos (SCAF) incluyen liposomas, niosomas, sistemas 

micclares, complqos macromolecularcs, 1111crocmulsiones y sistemas micro- y nanoparticulados. Todos 

estos sistemas son scme1antes en tamaño \' forma Debido principalmente a los problemas de estabilidad 

y de potencial escalamiento industrial de los l1posomas, las nanopartículas se han posicionado como los 

SCAF más prometedores. reflejo de ello son el gran número de investigaciones destinadas a probar su 

efectividad 

Históricamente los primeros métodos usados para producir nanopartículas derivaron de la fabricación de 

dispersiones l.itcx en la industria de polímeros, notables esfuerzos se han realizado para adaptar esta 

tecnología a la producción de acarreadores coloidales poliméricos que cumplan con los requerimientos 

farmacéuticos necesarios [De Jaeghere y cols , 1 999] 

Las tccnolog1as ele producción de d1spcrs1oncs coloidales a partir de polímeros no biodcgradables no 

son un terna muy antiguo en el amb1to farmacéutico. Estas dispersiones coloidales han sido definidas 

como "pscudolatcxes" Actualmente los pseudolátices están siendo usados para recubrimiento de 

r- .... 
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formas farmacéuticas tales como tabletas o granulados debido a sus propiedades reológicas y formadoras 

de películas [Alonso, 1996]. 

El sistema coloidal acarreador de fármacos ideal, compuesto de moléculas de acarreador y fármaco, 

debe satisfacer los siguientes criterios: 

Ser aceptado farmacéuticamente, ser estable y de fácil administración. 

2. Ser susceptible de esterilización (si se contempla para uso parenteral). 

3. Debe de transportar el fármaco al sitio de acción deseado. 

4. Debe liberar el fármaco a una velocidad adecuada y conveniente hacia el sitio de acción. 

5. El acarreador debe ser no tóxico y biodegradable. [Marty y cols., 197 8 y Üppenheim, 

1986] 

Es difícil que alguno de los sistemas coloidales cumplan a la perfección con todos los puntos anteriores. 

2.6. NANOPARTÍCULAS. 

Las nanopartículas pueden ser definidas como partículas coloidales sólidas con talla submicrónica (entre 

1 O y 1 000 nm) Están formadas generalmente por materiales rnacrornoleculares biodcgradables o no y 

pueden utilizarse corno acarreadores de fármacos. Comparadas con otros acarreadores coloidales, las 

nanopartículas presentan una mayor estabilidad cuando están en contacto con fluidos biológicos y su 

naturaleza pol1rncr1ca las hace susceptibles de convertirse en sistemas de liberación prolongada y 

controlada Además de ser más estables en presencia de fluidos biológicos y durante el almacenamiento 

ofrecen pos1bd1dad de escalamiento [Ouintanar-Guerrero y cols , 1998a]. 

Generalmente el término nanopartícula es usado corno el nombre colectivo para describir tanto a las 

nanoesferas como a las nanocápsulas La diferencia entre éstas dos formas está ligada a la morfología y a 

la arquitectura de la entidad. Las nanoesferas están formadas por una densa matriz polimérica donde el 

principio activo puede ser dispersado y/o adsorbido en la superficie de la partícula. Las nanocápsulas 

est,ín compuestas de un nc1cleo aceitoso envuelto por una membrana pol1mér1ca; de tal manera que los 

activos pueden ser adsorbidos en la supcrf1c1e, pueden ser disueltos en un aceite constituyendo el 

corazón lipofil1co de la nanocápsula o bien, el mismo aceite puede ser la sustancia terapéutica 

[Üuintanar-Guerrero y cols, 1997 a] Algunos autores [Alonso y cols., 1996] utilizan corno 

1 B 

¡"·-· 

i r1f\-\l ·-· ·1\ 

" :,_¡ 1 
:~·~:~.' 



MARCO TEÓRICO 

sinónimos únicamente los términos nanoesfera y nanopartícula, separándolos de las nanocápsulas; sin 

embargo las definiciones de éstos conceptos son las mismas que se señalaron con anterioridad. En este 

trabajo se manejará el término nanopartícula para incluir tanto a nanoesferas como a nanocápsulas. La 

figura 3 incluye una representación esquemática de estas entidades. 

:'>.\ :'>OESFEl{,\S 

:'>A:'>OCl.l'Slll.AS 

• F:irmacn LJ Pulhnero i Accilc 

Figura 3. Rcpresentacrón esquemática de las Nanoesferas y las Nanocápsulas. 

2.6.1. PREPARACIÓN DE NANOPARTÍCULAS. 

2.6.1.1. Generalidades. 

Las nanopartículas pueden ser preparadas por polimerización de monómeros dispersos y por dispersión 

de polímeros preformados. Los materiales usados para la preparación de nanopartículas pueden dividirse 

en dos grupos: polímeros naturales hidrofílicos y polímeros sintéticos hidrofóbicos. La tendencia actual 

es el uso de polímeros biodegradables y biocompatibles para la preparación de sistemas de liberación 

debido a su habilidad para ser reabsorbidos por el cuerpo, lo cual evita que deban extraerse después 

de un lapso de tiempo Algunos de estos polímeros fueron originalmente investigados para otras 

aplicaciones b1oméd1cds por lo que existen suficientes publicaciones que soportan su seguridad y la 

,1utorizac1ón de varias formulaciones para uso humano con estos materiales. Las rutas más comunes de 

brodegradación in vivo son la hidrólisis y el rompimiento o división de la cadena principal del polímero 

por acción enzimática. Sin embargo, para algunos polímeros la división de la cadena principal por 
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alguno de los extremos puede producir polímeros u oligómeros solubles en agua que pueden ser 

excretados 

a) Polímeros Naturales Hidrofílicos. 

En este grupo se incluyen dos categorías de polímeros: proteínas tales como gelatina y albúmina; y 

polisacáridos, tales como alginato, dextrán y quitosán. El uso de polímeros naturales presenta algunas 

desventajas como incertidumbre de su origen, potencial antigenicidad y problemas de reproducibilidad 

lote a lote, adcnl<Ís de requerir condiciones específicas para su degradación La información disponible 

acerca de la scsu"dad del uso de este tipo de polímeros es limitada; se requiere llevar a cabo mayores 

invest1gac1oncs para asegurar la inocuidad de estos sistemas, sobre todo en lo referente a la 

administración parenteral. 

b) Polimeros Sintéticos Hidrofóbicos. 

La mayoría de polímeros que han sido usados en la preparación de dispersiones de nanopartículas han 

sido previamente cmplc,1dos para preparar microesferas. Como consecuencia, las propiedades 

fis1coquír111cas y biológicas de estos materiales han sido ,in1pliamcnte estudradas Los polímeros 

empicados pueden ser srntetizados antes o durante la prcparacrón de lds nanopartículas El primer grupo 

incluye pol1rncres t,1les como pol1-1:-caprolactona (PECL), la familia del .íc1clo polil,íct1co (PLA), la 

del ,ic1do pc115l1cól1co (PG/\) y sus copol1111cros como el ,ic1do poliláct1co-co-gl1cólico (PLGA) El 

segundo grupo es representado por los pol1alquilc1c111ournlatos (PACA) [Brannon-Peppus, 1995; 

Alonso, 1997 y U"ch y cols, 1999] 

Los poliéstercs son el sistema b1odegruclable mc¡or caracterizado y más ampliamente estudiado. En el 

,1ño 1967 se reporta la pflrnera patente p,ira el uso de una sutura resorbible de PLA, en 1970 se 

comerc1al1za la pflrnera sutura biodegradablc de PGA y hacia 1971 el PLA ya es estudiado como un 

Los pol1ésté •, :. ,kriv<1dos ele tics rnonórncros (l,ict1co, glicólico y caprolactona) son los más 

comúnrncritc rn1plca,los en el área clínica La ruta sintética predominante para producción de poliésteres 

es por pol1nicr•:ac1ón de los monómeros obtenidos después de la apertura del anillo de la lactona cíclica 

correspondiente (figura 4) 
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Figura 4. Apertura del anillo de lactonas cíclicas para obtener los monómeros de: a) Poli-r.-caprolactona (PCL); 

b) Ácido poliglicol1co (PGA) y c) Ácido polilktico (PLA) 

El ácido láctico es una molécula quiral por lo que existen isómeros L y D. Las formas ópticamente 

activas son el ácido pol1-L-láct1co (l-PLA) y el ácido pol1-D-láct1co (D-PLA). La mezcla racérmca 

ópticamente inactiva es el pol1-D,L-láct1co (DL-PLt\) El homopolímcro L-PLA y el copolímero 

PLGA o ácido pold,ict1co-co-gl1cól1co son los m,ís utilizados La forma en que se encuentra en la 

naturaleza el .1c1do l,1ct1co es l,1 forma L, por lo que se considera que el L-PL!\ es más biocompat1blc 

Estos polímcos son derivados a partir de monómcros qu(: son metabol1tos naturales del cuerpo, así, la 

degradación de estos materiales produce el correspondiente h1drox1ác1do convirtiéndolos en sistemas 

seguros para su uso 1n 1·11·0 La biocompat1bd1dad de los monómeros es el fundamento de la 

biocompatibd1dad del polímero El ,ic1do láctico y el gl1cól1co entran al ciclo de los ,iC1dos tricarboxíl1cos 

o ciclo de Krcbs, son mctabol1zados y posteriormente elirrnnados del cuerpo como bióxido de carbono 

y agua. 
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El PGA es altamente cristalino debido a la carencia del sustituyente metilo del PLA; la mezcla racémica 

del PLA es amorfa. El PLA es más hidrofóbico que el PGA; se degrada más lentamente ya que el 

grupo metilo le da cierta protección a la hidrólisis. Por lo anterior, los copolímeros de PLGA con alta 

proporción de monómeros del ácido láctico son menos hidrofílicos, absorben menos agua y en 

consecuencia se degradan más lentamente. En el cuadro 5 se presentan las temperaturas de transición 

vítrea y los puntos de fusión de algunos poliésteres. 

Cuadro 5. Temperaturas de transición vítrea y puntos de fusión de algunos poliésteres. 
T g = Temperatura de Transición Vítrea y T m = Temperatura de Fusión 

Polímero Ts (ºC) Tm (ºC) 

Poli-L-láctico 60-67 172-174 

Poli-DL-láctico 57-59 

Poli-O-láctico 60-67 172-174 

Poliglicólico 36 230 
·---------------------- -----·-----· 

Poli-DL-láctico-co-glicólico (2 5 · 7 5) 60 

Poli-DL-láctico-co-glicólico (SO 50) 58 

Pol1-DL-láctico-co-gl1cól1co (70. 30) 58 

Poli-DL-láctico-co-gl1cól1co ( 8 5 1 5) 4 5 
----~-- -- --··---···· -- ·- ··---- - ---1----1-----1 

Pol1-1:-caprolactona -65 63 

Las propiedades físicas tales como el peso molecular y el índice de polidispersidad afectan la fuerza 

mecánica del polímero y su habilidad para ser formulado corno un dispositivo para liberación de 

fármacos. T amb1én estas propiedades pueden controlar la velocidad de degradación del polímero y su 

hidrólisis. 

La fuerza mecánica, la capacidad para resistir la hidrólisis y la velocidad de degradación están 

directamente relacionadas con la cristalinidad del polímero. La cristalinidad del PLGA es dependiente 

del tipo y relación molar de los rnonórneros que lo componen (láctico y glicólico). El PLGA con una 

relación 50: 50 de láctico y glicólico son hidrolizados mucho más rápido que aquellos que contienen 
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unil mayor proporción de cualquiera de los dos monómeros. Copolímeros del PLGA preparndos con 

L-PLA y PGA son cristalinos mientras que aquellos preparados con D,L-PLA y PGA son amorfos. 

El grado de cristalinidad y el punto de fusión esta relacionado directamente con el peso molecular del 

polímero. 

Todas los polímeros de esta familia son insolubles en agua pero se degradan por ataque hidrolítico del 

enlace éster Las propiedades de degradación son afectadas por lu cristalinidad, el peso molecular, la 

temperatura de transición vítrea y la hidrofob1c1dud del monómero. La solubilidad de los polímeros en 

solventes org,ínicos es un factor importante que debe ser considerado en la fabricación de sistemas de 

liberación de f,írm,1cos Los hornopolírneros de DL-, D-, y L-láct1co son muy solubles en hidrocarburos 

halogenados, ocetato de etilo, tetrahidrofurano, d1oxano y algunos otros solventes Copolímeros de 

láctico-glicól1co con conter11do de gl1cól1co menor al 50 96 muestran características similares a los 

homopolímeros de láctico El ,ic1do pol1-glicól1co y los copolímeros ricos en gl1cólico son p"íct1c<lrnente 

insolubles [Br<lnnon-Peppas, 1995; Li y Vert, 1999; Llrich y cols, 1999; Griff1th, 2000 y Jain, 

2000] 

2 .6. 1. 2. Métodos de preparación. 

Las nanopartículas pueden ser preparadas por métodos que involucran la polimerizución de rnonórneros 

dispersos o por dispersión de polímeros preformados utilizando matrnales de origen natural o sintético. 

De forma gcnerol, lu preparación de nanopdrtículos a partir de lo pol1merizac1ón de rnonómeros presenta 

diversos inconvenientes pues los productos de la reacción pueden ser no compatibles entre sí o con el 

activo o incluso provocar irritación, además de de¡ar residuos más o menos tóxicos tales corno 

monórncros, ol1gó111cros, catalizadores e 1n1c1adores Además, cuando la pol1111erización es inducido por 

rad1ac1ón se pueden degradar los co111poncntc; de las nanopartículas Por lo anterior, desde el punto de 

vista farmaccut1co, se prefiere la preparación ele nanopartículas a partrr de polímeros ya formudos 

La clecc1011 del rnctodo de producción de nanopartículJs depende escnc1Jlrnente del tipo de polímero 

que se utili:.1"i (b1oco111p,1t1bd1dad, dcgradoc1on, perfil de l1berac1ón deseado), de las característ1cJs del 

activo que sc«i asoc1<1do con IJs p<lrtículas (solubilidad, toxicidad) y de la rutJ de adrnuustración y la 

apl1cac1on b1ornéd1ca que se prctcnde (De Joeghere y cols, 1999] 
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MARCO TEÓRICO 

Ouintanar-Guerrero y colaboradores [ 1 998] reúnen las técnicas de preparación de nanopartículas a 

partir de polímeros preformados en cuatro categorías: 

a) Emuls1f1cac1ón-evaporac1ón 

b) Desplazamiento de solvente 

c) Efecto "Salting-out" o in1111scibilidad por soluciones salinas. 

d) Emulsificación-difus1ón. 

Las técnicas anteriores presentan ciertos aspectos en común, tales como el uso de solventes orgánicos 

que contiene los componentes de la nanopartícula y que funciona como fase interna durante la 

preparación y una fase acuosu externa que contiene los estabdizantes (medio de dispersión) Todas 

tienen ba¡a cf1c1c11c1ci de cncapsulac1ón para activos parcialmente y altamente solubles al agua incluyendo 

péptidos y proteínas) debido a su tendencia de dmgirse a d1r1girsc a la fase externa Todos los métodos 

anteriores permiten la preparación de nanocsferas pero las nanocápsulas sólo pueden prepararse por el 

método de dcspla:a1111ento de solvente y el de emuls1f1cación-d1fus1ón 

A continuación se describen de manera muy general las etapas más importantes en estas técnicas, 

serialando algunos aspectos importantes para las dos técnicas que serán empicadas en este proyecto, la 

de desplazamiento de solvente y la de emulsif1cac1ón-d1fusión 

a) Emulsificación-Evaporación. 

En esta técnica el polímero y el uctivo son disueltos en un solvente orgánico volátil inm1scible al agua, el 

cual es emuls1f1cado en una solución acuosa que contiene un estabilizante formando una emulsión aceite 

en agua (o / w) Esta emulsión cruda es entonces expuesta a una fuente de alta energía tal corno un 

dispositivo de ultrasonido o pasado través de hornogeneizadores, molinos coloidales o 

microflu1d1zadores; con el objeto de reducir el tamaño del glóbulo Finalmente se remueve el solvente 

orgánico, a tempe1atura ambiente o con calor por agitación y/o con rotavapor a presión reducida, para 

obtener urhl clispcrsiori Í1n.i de rhrnocskras 

Esta tecn1ca, esquematizada en la figura 5, fue utilizada por primera vez para la preparación de 

nanoesferas por Gurny y colaboradores [ 1 981 ] y se fundamenta en el procedimiento propuesto por 

V anderhoff en 1979 Este método fue adoptado posteriormente para la producción de nanoesferas de 
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diferentes polímeros incluidos PLGA, PCL, PHB (poli-f l-h1drox1butarato), copolímeros del ácido 

acrílico y derivados de celulosa Los solventes orgánicos usados comúnmente son cloroformo y cloruro 

de metilcno, algunos agentes cstabil1zantes que se han utilizado en este métodos incluyen pol1sorbatos, 

poloxameros, dodccil sulfato de sodio y pol1v111ilalcohol Este método ha permitido el encapsularrnento 

con alta cf1c1enc1a de sustancias tales como testosterona, indometacina, c1closporina A y acetato de 

triamc1nolona [Üwntanar-Gucrrero y cols., 1998a y De Jaeghere y cols, 1999). 

Recientemente, Blanco y Alonso [ 1 997) han propuesto el encapsulamiento de albúmina bovina 

formando una doble emulsión agua/aceite/agua (w/o/w) abinzando eficiencias de encapsulamiento 

hasta del 7 O So. 

B { 'llllTICl~lll<C;.\'iC"\ 
l111J11111:u1 ~ p11n.:1p10 .1d1H• 

1,.'111111 .'>111\i:tlll' lhl 1111~~1hlc 

r:n.1¡!11.1 
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Figura S. Rcprcscnt.món esquemática del ml-toclo de c111ul_,f,c,wón-cv.ipo1.ic1ón para preparar nanoesleras. 
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b) Desplazamiento de solvente. 

Esta técnica fue propuesta por Fessi y colaboradores en 1981 y se esquematiza en la figura 6. 

Involucra el uso de un solvente orgánico que es completamente miscible con la fase acuosa, típicamente 

acetona aunque también puede emplearse etanol o metanol. Este método permite la obtención de 

nanoesferas y nanocápsulas sin necesidad de formar previamente una emulsión. 

SOl.t "C'IÚ'i 01{( ;_\:\I< .\ 

l't1lllllt..'ltl. p1111~1p10 111.:ll\tl 
\ l''.'.li1hil1/illih.' i...'111111 .-.¡1]\1 . .'llll.' 
j111J111 

"11 t C"IÚ'\ \l"t OS\ 

.._ f ,¡.¡fliJ1/,1Jl\i..' L'll ,\~!11,l 

• • -• • • • • • • • • • • • • • • • • •• • • • • • • • • • • • • 

Figura 6. Representación csquc11hit1ca del mctodo de desplazamiento de solvente para preparar nanoesferas y 

nclnoctlpsulus. 

En este caso la precipitación del polímero es inducida directamente en un medio acuoso (conteniendo 

o no un surfactante) por la ,1dición de la fase acuosa a la solución del polímeros con agitación 

magnética. Después de la formación de las nanopartículas, el solvente es removido a presión reducida. 
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La aplicación de este método se limita a fármacos que son muy solubles en solventes polares, pero 

ligeramente solubles en agua para evitar pérdida de fármaco durante la difusión del solvente, por 

e¡emplo, 1ndomctacina De hecho, la principal limitación del método es la difícil selección del s1sterna 

polírnero/f,írmaco/solvcnte/no-solvente que permita altas ef1c1enc1as de encapsularniento y rcndirrnentos 

aceptables. En general, este rnétodo se ha llevado a cabo con ba¡as concentraciones de polímero en la 

fase orgánica En esos casos, la d1spers1ón del polírncro y partículas de tamaflos pequeflos se obtienen 

fácilmente. En contraste, cuando se aument,1 la cantidad de polímero en la fase org.ínica (por e¡emplo, 

para lotes m,is grandes) se forman ag1egados y se tienen bajos rendimientos. [ Üuintanar-Guerrero y 

cols, 1998a y De Jaeghere y cols, 1999] 

El mecanismo de form,1C1ón de las nanoparticulas por esta técnica ha srdo explicado por la turbulencia 

interfacial generada durante el desplazamiento del solvente. La mutua miscibilidad entre solventes 

provoca una violenta propagación clcl solvente polar de donde las minúsculas gotas son arrancadas de la 

interfase durante el proceso de difusión Estas gotas son rápidamente estabilizadas por el agente usado 

para este propósito (alcohol pol1v1nrl1co, por c¡emplo), hasta que se cornplcta la difusión del solvente y 

entonces se da la agregac1on del polímero 

Este rnétoclo tarnb1e11 se conoce con el térrn1110 nanoprec1p1tac1ón; s111 embargo, es irnportante sciialar 

que cle acuerdo con el mcca111srno descrito, la formación de las nanopartíeulas es debidu il la agregación 

del polímero desde las gotas de la emulsión y aparentemente no se involucran fenómenos de nucleac1ón 

y crecimiento del cristal [ Ou1ntanar-Guerrero y cols , 1998a y De Jaeghere y cols, 1 999] 

N1wa y colaboradores en 1993 propusieron el método de crnuls1ficación espont.ínea y cl1fus1ón del 

solvente paro la prep.11,1c1ón ele nanocsferas ele polrl.íct1co-co-gl1cól1co con 5-fluorouracdo e 

indornetacina Este proceso es sólo ur1u mod1f1cuc1ón del método de desplazamiento de solvente 

utilizando rnc:clas de solventes orgánicos, uno inrniseoble y otro miscible en agua (cloruro de metdeno y 

acetona) par.i facil1t,11 el encapsulamiento ele sustancias hidrofrl1cas También se utd1zu una solución 

cl1soluc1on ele ciertas sust,111c1,1s en l,1 fase organica y favorece la cl1spers1ón ele la fase org,ínrca en la fase 

acuosa externa lo cual permite la forrnacrón de partículas de tamaño submrcrónico; cabe señalar que 

utilizando únicamente clrclorometano no es posible obtener esferas con diámetros menores a 1 ~Lm. 
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e) "Salting-out". 

Este proceso fue propuesto por Bindschaedler y colaboradores en 1 990 y posteriormente fue 

optimizado por Allémann y colaboradores [ 1 992) y se esquematiza en la figura 7. 
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Figura 7. Rcprcscntac1ón csqucm<Ít1ca del método de "salt1119 out" para preparar nanoesleras 

El proceso está basado en la separación (1nmiscibilidad) de un solvente originalmente acuosoluble de 

soluciones acuosas por el efecto de la ad1c1ón de sales. Generalmente se utiliza acetona como solvente 

acuosoluble, debido a sus propiedades solubil1zantcs y su conocida separación de soluciones por 

elcctrolitos. El polímero y uctivo son disueltos en acetonu y esta solución se emuls1fica con agitación 

mccánicu vigorosa en un gel acuoso que contiene el electrolito (acetato de magnesio o cloruro de 

r--·-
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magnesio) y un cstabd1zante coloidal como el pol1v1nilalcohol Esta emulsión aceite/agua (o/w) se diluye 

con un volumen de agua o soluciones acuosas para permitir la difusión de la acetona hacia la fase 

acuosa, induciendo así la formación de nanoesferas. Finalmente el solvente y el electrolito son eliminados 

por f1trac1ón tangcnc1cll Cabe se11alar que Allémann y colaboradores [ 1992 J utilizaron como solvente 

orgánico el tetrahidrofurano y como agente "salting out" la suerosa (no electrol1to), lo que resalta la 

versatilidad de este método. 

Aunque el meccln1s1110 de formación no ha sido propuesto, éste puede tener cierta similitud con el 

observado por la técnica de desplazamiento de solvente. Las ventajas de esta técnica radican en la 

posibilidad de 1nco1porar altas cantidades de polímero y activo con excelentes rendimientos; además 

existe la pos1bd1dad de escalamiento industrial Por otro lado, está técnica se limita a activos lipofílicos, 

electrol1tos que perrrntan separación de fases sin precipitación y estabilizantes solubles y compatibles 

con los electrol1tos y que no coacerven en presencia del solvente orgánico [ Üuintanar-Guerrero y col s., 

1998a y De Jaeghere y cols, 1999). 

d) Emulsificación- Difusión. 

Este método puede ser considerado como una modificación del proceso de "salting-out", pero 

suprimiendo el uso de sales y por tanto evitando prolongadas etapas de purificación Involucra el uso 

de solventes parcialmente rrnsciblcs con agua, los cuales son previamente saturados en agua con el 

objeto de asegurar el equilibrio termod1nám1co de ambos líquidos. El polímero es disuelto en el solvente 

(saturado con agua) y estcl fase orgán1cu se emuls1f1ca con agitación vigorosa en una solución acuosa que 

contiene el cstclbil1:,111te La subsecuente ad1e1ón de agua al sistema causa que el solvente difunda hacia 

la fase extc11u, dclndo corno resultado la formación de nanopartíeulas orgánico [Ou1ntanar-Guerrero y 

cols , 1 99 8,1 y De Jaeghcre y cols , 1 999 J 

El meccln1S"'J de formación de nanopartículas por este método ha sido revisado bajo diferentes 

cond1c1oncs cie p1cp,irac1ón y por 111étodos turbidirnétricos [Üuintanar-Guerrero y cols., 1997b) Se 

ha reportado que cdda gota de la emulsión produce v.irias nanopartículas y que estas son formadas por 

fenómenos 1nterfac1alcs durante la difusión del solvente. S111 embargo, estos fenómenos no pueden ser 

explicados completamente por los efectos de convección causados por la turbulencia intcrfac1al, por lo 
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que se sugiere que las nanopartículas se forman debido a una inestabilidad fisicoquímica producida por 

d transporte de solvente por un mecanismo sirrnlar al usado para explicar los procesos de emulsificación 

espontánea. La idea básica es que la difusión del solvente desde los glóbulos acarrea moléculas hacia la 

fase acuosa, formando regiones locales de supersaturación, desde las cuales son formados nuevos 

glóbulos o agregados de polímeros (no totalmente desolvatados). La estabilización de estas 

"protonanopart1culas" por la presencia de un estabilizante es muy importante para evitar su colascencia y 

la formación de aglomerados. Entonces, s1 el estabil1zante permanece en la interfase líquido-líquido 

durante el proceso de difusión y su efecto protecto1 es adecuado, se formarán las nanopartículas 

después de que se ha completado la d1fus1ón del solvente [ Ouintanar-Gucrrero y cols., 1998a). El 

proceso se presenta en la figura 8 
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Algunos solventes que han sido utilizados son alcohol bencíl1co, carbonato de propileno, acetato de 

etilo, acetato de metilo, acetato de isopropdo y metrletrlcetona; corno cstabilizante pueden utilizarse 

poloxameros o pol1v1nrlalcohol El tipo de solvente y estabrl1zante a utilizar se selecciona de acuerdo al 

tipo de polímero que se emplear,í y al fármaco que se pretende encapsular 

Esta técnica ofrece algunas venta1as sobre los otros métodos, tales corno el uso de solventes orgánicos 

aceptados farmacéuticarnente, no requiere de etapas de homogeneización, se obtienen altos 

rendimientos, se tienen alta rcproduc1brl1dad lote a lote y es susceptible de escalamiento industrial Las 

principales desventa¡as es que se requiere cl11111nar grandes volúmenes de agua de la suspensión y la 

pérdida de activos acuosolubles hacia la fase acuosa saturada durante la etapa de emulsificación 

[Üuintanar-Guerrerc y cols, 1997c y Ou1ntanar-Gucrrero y cols, 1998a] 

Ganem-Üu111tan,11 y colaboradores [ 1 998 J prepararon nanoparticulas b1odegradables de ácido 

poliláct1co por la tccn1ca de emul11f1cac1ón d1fus1ón, las nanoesfcras obterndas tienen una talla de 300 

nm y fueron cargadas con un marcador fluorescente (ro10 de nrlo). Se realizaron estudios ex vi•'O con 

mandíbula porcina y mediante microscopía confocal laser se an.ilizó la capacidad de las nanopartículas 

de penetrar a tr.ivés del ep1telro de unión de la región dcntogingival Los cortes ópticos realizados 

demostr.iron que después de 6 horas de cont.icto las nanopartículas habían penetrado 4 5 pm por 

deba10 de la superf1c1e Lo anterior ofrece una nueva alternativa para la aplicación de las nanopartículas 

en el tratamiento local de enfermedades perrodontales 

2.6.2. LIBERACIÓN DE FÁRMACOS A PARTIR DE NANOPARTÍCULAS. 

Como se señaló anterrormente, durante las últimas décadas se ha tenido un amplio incremento en el 

interés por el uso de sistemas dispersos como acarreadores de fármacos; entre éstos se encuentran 

liposomas, mrcropartículas, nanopartículas y emulsiones submicrónicas. El interés en estos sistemas es su 

potencial para transpo1tar f,irmacos a s1tros especifrcos, además debido a su tamaño (menos de 1 

micrómetro) pueden penet1ar f,icrlmente los capilares de d1.ímetro muy pequeíio. 

Una característica física central en este tipo de 11stemas acarreadores es el perfil de liberación del 

fármaco que contienen En otras palabras se requiere conocer la fraccrón de fármaco que se ha liberado 

desde el sistema disperso en funcrón del trempo, después de que el sistema ha sido administrado. 
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Entendiendo por administrado, en este caso, el fármaco que el acarreador está cediendo, sin 

restricciones, al entorno [Washington, 1990] 

2.6.2.1. Mecanismos de liberación. 

En general, la liberación del o de los fármacos contenidos en las nanopartículas puede ocurrir por los 

siguientes mecanismos: 

a) Deserción del fármaco enlazado a la superficie de la partícula 

b) Difusión a través de la matriz de la nanopartícula 

e) Difusión a través de la pared pol1111érica, en el caso de nanocápsulas 

d) Erosión de la matriz de la nanoparticul.i 

e) Co111b111ac1ón de procesos de erosión y difusión. 

La velocidad de l1berac1ó11 de los f,irmacos a partir de las nanopartículas está influenciada por el 

mecanismo de l1berac1ón, el cocf1c1cntc de difusión y la velocidad de biodegradación. Las 

nanoparticulas también pueden interactuar con fluidos biológicos y membranas biológicas; como 

consecuencia, la liberación de f,írmacos /11 • 1/10 puede ser diferente a l.i liberación 1'1 l'ivo A pesar de 

lo anterior, la determinación de los perfiles de l1berac1011 de nanoparticulas es importante par.i 

propósitos de caracterización de las nanopartículas y como control de cul1ddd pura evaluar la 

confiabilidad de las nanopartículas t\dernas proporcionan 111formac1ó11 que perrrnte describir la 

estructura y el comportarrnento r111cro1cóp1co de la forrnulac1ó11, así corno la interacción fármaco-

acarreador. Finalmente los perfiles de liberación pueden ayudarnos a diseñar nuevas formul.iciones con 

las propiedades que seun requeridas [Krcuter, 1994 y Washington, 1990 ] 

2.6.2.2. Métodos experimentales. 

La caracterización r/1 vi/ro de la liberación de f,irmacos u partir de acarreadores coloidales, especialmente 

ba10 cond1c1ones "s111k" es técnicamente difícil de alcanzar. Lo anterior debido a que por el tamaño tan 

pequeño es dificil separar rap1du y eficazmente lus partículas acarreadoras del medio de disolución que 

contiene el f,írrnaco ya liberado y disuelto Paru la determ1nac1ón experirnental de los perfiles de 

liberación rn v•tro de los fárrnucos contenidos en nunopurtículas se han propuesto diferentes métodos: 

.... -. [ ---···· ... 
. ....•..... , 
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a) T écn1cas con membranas de difusión Celdas de difusión y Bolsas de diálisis 

b) Técnicas de muestreo y separación: Ultrafdtración y Ultracentrifugación 

c) Método 1/1 si/u 

d) Métodos de flu¡o continuo 

Los experimentos de liberación tn vwo a partir de acarreadores coloidales deben de llevarse a cabo 

bajo condiciones "sink" con el fin de evitar la interpretación errónea de los datos de la liberación 

[Washington, 1 990; Magenhcim y S. Benita, 1991 y Krcutcr, 1 994]. 

a) Técnicas con membranas de difusión. 

En estos experimentos las nanopa1tículas son suspendidas en un pequeño volumen de fase continua y 

son separadas a través de una membrana de di,ílisis de otra fase que se encuentra en condiciones "sink". 

El fármaco difunde a través de la membrana hacia la fase que está en condiciones "sink". Periódicamente 

se toman muestras que se analizan para determinar la cantidad de fármaco liberado. 

En celdas de difusión el fár111aco pasa de un comp.irtim1ento donador hacia el compartimiento receptor a 

través de una rncrnbrana El co111partir111ento receptor se muestrea a deter111inados tiempos para 

cuant1f1car el f,irmaco que ha difundido, reemplazando con medio fresco el volumen tomado para el 

muestreo 

Una de las técnicas más utilizadas para evaluar los perfiles de liberación in 1•1'tro de sistemas coloidales 

es la técnica de difusión en bolsas de diálisis que pueden mantenerse estáticas o con agitación. En esta 

técnica se coloca cierto volumen de la dispersión coloidal dentro de la bolsa de diálisis que se cierra 

herméticamente y se coloca dentro de una solución "sink" con agitación magnética opcional y a una 

temperatura determinada El experimento puede llevarse a cabo con diferentes soluciones acuosas 

(agua, etanol al 70 ':'o, alblirrnna al 1 %, etc) o, inclusive, si el fármaco es poco soluble en agua se 

pueden agregar solventes no acuosos o agentes solubilizantes, siempre tratando de mantener cond1crones 

"s1nk" Se to11w1 muestras del compart11111ento receptor a diferentes 111tervdlos de trempos y se cuantifica 

el contenido de farmaco por diversos 111étodos analíticos Esta técnica ha sido criticada debido a a que 

se considera que la muestra no se 111ant1ene en cond1c1ones "sink" puesto que nunca se diluye la 
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suspensión de nanopurtículus, solo se tienen condiciones "sink" en el compartimiento receptor. En 

consecuencia, el método no mide la verdudera velocidad de liberación. 

En 1 990 Lcvy y Benitu propusieron lu evuluación de la liberación de diazepan a partir de un 

acarreador colrndal (emulsión submicrónica) utilizando el método denominado bolsa de diálisis reversa. 

En esta técnica se coloca un cierto volumen de suspensión coloidal directamente en una solución 

amortiguadora en condiciones "sink" agitado magnéticamente; en la misma solución se colocan pequeñas 

bolsas de d1ál1s1s que contienen un volumen conocido de una solución amortiguadora igual a la solución 

en que son sumergidas, obviamente sin acarreador coloidal Es importante señalar que para lograr un 

equilibrio entre el contenido de las bolsas y la soluc1on que las rodea, las bolsas deben ser sumergidas 

en la solución amortiguadora en cond1c1oncs "s1nk" unas horas antes de agregar la suspensión coloidal a 

la solución ,'°\ diferentes tiempos se retiran las bolsas de d1,íl1s1s de la solución "sink" y se cuantifica el 

fármaco contenido dentro de la bolsa por métodos analíticos Generalmente los experimentos se llevan 

a cabo con ag1tac1ón magnética continua y a temperaturas de 3 7 "(. Este método ha sido utilizado 

satisfactoriamente para estudiar el perfil de liberación 111 1·itro de emulsiones submicrónicas y de 

nanocápsulas, nanoesferas y nanoemulsiones cargadas con [Washington, 1 990; Magenheim y S. 

Benita, 1991 y Kreuter, 1994]. 

b) Técnicas de muestreo y separación. 

En estas técnicas el acarreador coloidal en estudio es diluido manteniendo condiciones "sink" y se 

toman muestras a diferentes tiempos Después se separa la fase continua de la fase dispersa por 

ultrafiltración o ultraccntrifugac1ón y se dctcrnuna la cantidad de f,irmaco que se encuentrn en la fase 

continua, es decir el fármaco que ha sido l1bcraclo. Los resultados obtenidos con estas técnicas son, en 

general, satisfactorios siempre y cuando las fases dispersa y continua puedan ser separadas rápida y 

cf1c1cntcmente para no alterar el perfil de l1berac1ón La separación de las fases puede complicarse a 

111cd1da que d1s1111nuyc el t,1mar1o de partícula ele los s1stcnh1s analizados, en general, partículas menores 

a 1 pm prcsent,111 cld1cultad p.ira ser separadas de la fase continua pues los tiempos y velocidades de 

centrifugación que se requieren son mayores y pueden alterarse los perfiles de liberación. Conforme los 

tamaños decrecen, los problemas de separación aumentan y la liberación es 111,ís rápida. 
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En las técnicas de ultrafdtración frecuentemente se utilizan tubos Eppendorf con membrana de 

ultrafiltración, estos d1spos1t1vos permiten la fácil separación de nanopartículas del medio de dispersión 

por centrifugación. La muestra de nanopartículas es puesta directamente en un volumen determinado de 

solución manteniendo agitación y temperatura constante, a diferentes tiempos se toma una pequeña 

muestra que se coloca en los tubos con membrana y se centrífuga, finalmente el ultrafiltrado es analizado 

para determinar la cantidad de fármaco que se ha liberado. 

T amb1én se ha reportado la evaluación del perfil de liberación de una emulsión submicrónica de 

miconazol utilizando ultrafdtración a presión reducida. Cierto volumen de dispersión coloidal es 

colocado dHcctamcnte en una solución amortiguadora manteniendo condiciones "sink". A diferentes 

tiempos muestras de este medio son filtradas a través de una membrana de ultrafiltración a baja presión ( 

0.5 bar) usando gas nitrógeno. El filtrado es analizado para determinar la cantidad liberada 

[Washington, 1 990 y Magcnheim y S. Be111ta, 1991 J. 

e) Método in situ. 

En este caso el acarreador es diluido en un gran volumen de solución (manteniendo condiciones "sink") 

pero el fármaco liberado es cuantificado en la misma solución sin separar el acarreador del medio de 

dispersión Se requiere contar con un método analítico que perrrnta cuantrficar émicarnente el f,írmaco en 

solución y no !as p,irticulas dispersadas ;\lgunos de los métodos usados son la polarografía y la 

espectroscopia LIVíY1s1ble La polarografía requiere que la sustancia a analizar tenga un potencial redox 

apropiado Con la espectroscopía el principal problema que se presenta es que las partículas 

dispersadas pueden alterar la respuesta generada por el o los grupos cromóforos de la sustancia liberada 

[Washington, 1990) 

d) Métodos de flujo continuo. 

En este tipo de métodos el acarreador es adicionado a un pequeño volumen de solución "sink" 

contenido en una celda de filtración que se mantiene en agitación. El filtrado es analizado 

continuamente y posteriormente se elimina. El volumen de la celda se mantiene constante adicionando 

solución "sink" a la suspensión Si la fase "sink" es removida y reemplazada en la celda infinitamente 
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rápido, entonces, a cualquier tiempo la concentración de fármaco del filtrado analizado debe ser la 

misma que en la celda lo que nos daría a conocer la verdadera velocidad de l1berac1ón del sistema. 

Desafortunadamente es imposible remover y reemplazar la fase "s1nk" f<Íp1damcntc, en especial cuando 

los filtros o ultrafiltros utilizados perrrnten una velocidad de flu10 del filtrado muy baja. Lo anterior 

puede evitarse utilizando presión para aumentar las velocidades de flu¡o [Washington, 1990]. 
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3. OBJETIVOS. 

OBJETIVOS GENERALES. 

1 . Preparar un sistema nanoparticulado biodegradable para el tratamiento local de enfermedades 

periodontales. 

2. Proponer un sistema de preparación de nanopartículas por desplazamiento de solvente que 

favorezca el escalamiento industrial de la fabricación de nanopartículas. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

1. 1 Encapsular un principio activo para el tratamiento de la gingivitis y la periodontitis mediante la 

técnica de emlilsific,ición-difusión utilizando diferentes proporciones de un polímero 

biodegradable 

1. 2 Caracterrzar las nanopartículas obtenidas por su forma, tamaño y eficiencia de encapsulamiento. 

1.3 Diseñar un aparato para realizar pruebas de liberación in vi/ro de fármacos contenidos en 

nanocsferas que permita el contacto directo entre la muestra y el medio de disolución. 

1 .4 Realizar ensayos de liberación in 1·/tro a las nanopartículas para evaluar el mecanismo y tipo de 

liberación implicados 

2.1 Preparar nanopJrtículas b1odegrad.ibles por el método de desplazamiento de solvente 

2. 2 :\nal1zar las varrablcs que 111fluycn en la producción de nanopartículas por el método de 

desplaza1111ento de solvente 

2. 3 Diseñar un sistema de rcflu10 que permita aumentar el rendimiento del proceso de obtención de 

nanoparticulas por desplazamiento de solvente. 

2. 4 Evaluar IJs varrables que influyen en la formación de nanopartículas utilizando el sistema de 

reflujo 

37 



PARTE EXPERIMENTAL 

4. PARTE EXPERIMENTAL. 

4.1. POLÍMEROS. 

a) Poli(D,L.lactico-co-glicólico) 50:50, Resomer"·RG502; Boehringer lngelheim, Alemania 

b) Acetato ftalato de celulosa; Vita Drug, México 

c) Poli(D,L-lact1co), Resomcr" R 1 04; Boehringer lngelheim, Alemania 

d) Poli-f:-caprolactona; Aldrich, Estados Unidos de América 

4. 2. EST ABI LIZANTE. 

a) Poli(vinilalcohol), Mowioi'1''4-88; Glomarza,México 

4.3. PRINCIPIO ACTIVO, 

a) Triclosán; lv\ultiquim, México 

4.4. REACTIVOS EN GENERAL. 

a) Polioxictilcn(20)cetilétcr, Brii"' 58; ICI Specialty Chcmicals, Estados Unidos de América 

b) Polioxictilcn(20)sorb1tanrnonooleuto, Polysorbatc 80, TweenJ"80; ICI Surfactants, Estados 

Unidos de /\rnér1ca 

c) 1'\cetato de etilo, grado cspcctrofotornétr1co, Fcrrnont, lv\éxico 

d) lv\ctilctrlcetona, grado HPLC, Fcrmont, lv\éxico 

e) ;'\cetona, grado 1-IPLC, Fcrrnont, lv\éxico 

f) Hidró:<ido de sodio en ho1uclus, grado reactivo, J T. Baker, México 

g) ;\c1do clorhídrico, grudo reactivo, J T Baker, lv\éxrco 

h) Yodo resubl1rnado, grado reactivo, /\1erck, México 

r) Yoduro de Pot,1110, grado reactivo, J.T Baker, México 

1) /\c1do bor1co, g«1do reactrvo, Productos Üuímicos Monterrey, México 

k) /\guJ des1rlada obtenidu de un cqurpo RiOs lv\rllrpore" 

4.5. MATERIAL Y EQUIPO. 

a) Frltros lv\illex '' -GV de 2 5 cm de d"irnctro y poro de 0.22 ~tm (Millipore"'J) 

b) Membranas de nitrato de celulosa de 2 5 cm de dr.ímetro y poro de O 1 pm (Advantec MFS) 

c) Manguera 1>1'aster Flcx Norprcnc' 6402-13 

d) lv\anguera lv\astcr Flcx Norprene' 6402-16 

e) Portafrltros de tcflón Mrlliporc de 2 5 crn de di,imetro con adaptador para jeringa 

f) Portafrltros de tcflón Mrllrpore' de 1 cm de di,imetro con adaptador para jeringa 

g) T errnórnctro de vrdrro Brannan de -20 a 11 O"( 

-·-------, "l'~t1-1 rr r,....~ .. 
,• '< ,•1 
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h) Agitador de velocidad variable RZR- 1, Caframo ''-, Alemania 

Rotavapor Laborota" 4000, Hcidolph, Alemunia i) 
¡) 
k) 

Liofd1zadora de mesa, Labconco , Estados Unidos de América 

Ultracentrifuga Optima' LE-80K, Beckman, Estados Unidos de América 

1) Ultrason1cador Branson ,. 3 200, Estudos Unidos de América 

m) Rccirculador de liquidas con termostato, V\VR Sc1ent1f1c, Est.:idos Unidos de América 

n) Nanos1Zer Coultcr N4 Plus, Beclman, Estados Unidos de América 

o) Espectrofotómetro DU" -6'1, Beclman, Estados Unidos de América 

p) Balanza analítica BBC32, Boceo, 1\lemani,1 

q) Parrilla eléctrica con agitación C11narcc , Thermol1ne, Estados Unidos de América 

r) Ag1tacfor magnr't1co Magncstir , J_ab-L1ne lnstrumcnts, Estados Unidos de América 

s) M1croscop10 clcctron1co de b,irrido JSl\'\-25 S 11, JEOL, Japón 

t) Campana para rccubrirn1cnto con oro JFC- 1 1 00, JEOL, J.:ipón 

u) Bomba Perist,ilt1cJ M.:ister Fle,' l·15 modelo 751 8, 6-600 rprn; Cole Parrner, Estados Unidos 

de Amcrica 

v) Cabezal para bomba peristáltica Easy-load, Master Flex'" 7 51 8-1 O; Cole Parmer, Estados 

Unidos de /\rnérica 

w) Bomba Perist,ilt1cJ Watson Marlow 502 S; New Brunswick Scientific, Estados Unidos de 

/\mér1ca 

x) Calorímetro diferencial de barrido DSC O 1 Ü; TA lnstruments, Estados Unidos de América 

y) /v\atcrial de rnstalería 
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4.6. METODOLOGÍA. 

4.6. 1. DETERMINACIONES PREVIAS. 

4. 6. 1 . 1 . Espectros de absorción. 

Se determinaron las longitudes de onda (/,) de máxima absorción para el triclosán en NaOH O. 1 N y 

en solución acuosa de Bri1'" 5 8 al 2 % p/v. Los barridos se hicieron de 200 a 400 nm. 

La i. de máxima absorción para el complejo de polivinilalcohol (PVAL) con ácido bórico 0.65 M 

(H 1B03 0.65 M) y solución de yodo 0.05 M /yoduro de potasio 0.15 M (I~ / KI) se determinó 

haciendo un barrido desde 400 hasta 800 nm. 

4.6. 1 .2. Curvas de calibración. 

Las curvas de calibración para triclosán en NaOH O. 1 N, triclosán en Brij"'' 5 8 al 2 % p/v y para el 

complejo PVAL - H,803 - I~ - KI se prepararon por quintuplicado con 6 diferentes concentraciones 

cada una, leyéndose a i. = 290, 282 y 640 nm, respectivamente. 

Para la curva del complejo PVAL - H 18Q3 - 12 - KI el sistema blanco utilizado fue el siguiente: 5 mi 

de H _.O, 2 rnl de H ,803 y 1 rnl de IJKI. Todos los puntos de la curva se manejaron con la misma 

proporción de H ,BO, y l/KI , es decir, se trabajaron diferentes concentraciones de solución acuosa de 

PVAL pero siempre se utilizaron 5 mi de dichas soluciones con 2 mi de H ,BO 3 y 1 mi de l/KI para 

formar el complejo. 

4.6. 1 .3. Determinación de la solubilidad de triclosán en Brij 58® al 2 % p/v. 

Se saturaron 1 5 mi de solución acuosa de BriJ '" 5 8 al 2 % p/v con triclosán y se mantuvieron con 

agit,ición magnética constante a 3 7 ºC por 7 2 horas. Después de filtrarlo se hicieron 2 diluciones 

tomando 1 mi de solución y aforando a 1 O mi cada vez, la última dilución se leyó en el 

espectrofotómetro a i. _e 282 nrn y la lectura obtenida se interpoló en la curva correspondiente. La 

prucbu se rcal1:ó por triplicado. 

(f" 7 ~ .. --..., 
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4.6.2. PREPARACIÓN DE NANOPARTÍCULAS POR EL MÉTODO DE 

EMULSIFICACIÓN-DIFUSIÓN. 

Se saturaron mutuamente el acetato de etilo y el agua destilada en un embudo de separación, agitando 

y manteniendo en contacto ambos líquidos al menos 20 minutos. En el solvente orgánico saturado se 

disolvió el polímero y el activo (triclosán). Esta solución se emulsificó con una solución acuosa de 

PVAL al 5 % p/v (en agua saturada) con agitación mecánica a 1 7 00 rpm durante 1 O minutos. Se 

adicionó agud destilada al sistema con agitación continua. El solvente orgánico fue eliminado bajo 

presión reducida con rotavapor. 

La suspensión se concentró hasta un volumen aproximado de 80 mi por la eliminación de agua a 

presión reducida y posteriormente fue centrifugada a 20000 rpm durante 20 minutos. La pastilla se 

resuspcndió en agua destilada y se centrifugó nuevamente. Se llevaron a cabo dos procesos de lavado-

centrifugado La pastilla de la última centrifugación se resuspcndió en agua. Esta suspensión se congeló 

a -40º( en un enfriador de inmersión con solución etanol-agua 50: 50 y posteriormente fue liofilizada. 

Los volúmenes de solvente org,in1co y solución acuosa de PV AL al 5 % p/v dependen de la cantidad 

de polímero empicado. En la tabla 1 se indican los lotes que se prepararon, el tipo de polímero y los 

solventes empleados en cada lote, así como las cantidades de polímero, activo y solución de PVAL 

empicadas En la figura 9 se muestra una rcprcsentdc1ón csque1TI<iticd del método empleado para la 

preparación de las nanoparticulas por el método de emulsif1cación-difusión. 
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Tabla 1. Materiales y cantidades empleadas para la preparación de los lotes de nanop.utículas por el método de 

emulsificación·drfus1ón 

No. do 
Lote 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 

Polímero Solvento Tríclosán 
Saturado (mg) 

PLGA Acetato de etilo 00 
PLGA Acetato de etilo 50.0 
PLGA Acetato de etilo 120.0 
PLGA Acetato de etilo 200.0 
PLGA Acetato de etilo 160.0 
PLGA Acetato de etilo 120.0 
PLGA Acetato de etrlo 200.0 
PLA Acetato de etilo O.O 
PLA Acetato de etilo 50.0 
PLA Acetato de etilo 120.0 
PLA Acetato de etilo 200.0 
CAP Met1letilcetona O.O 
CAP Met1let1lcetona 50.0 
CAP Metilet1lcetona 120.0 
CAP Metiletilcetona 200.0 

,J1L~ { Soluriún Orgúnica: 
l'olí1m:ro y l'rincipin 
:\cti1 '' c·n Snlvcnt.: 
Saturad" 

{ 

S1.1luciú11 Acuosa: 
l·,tahili/ant.: en 

~ ,.\µua Saturada 

(• o o --o 

Polímero Porcentaje Solvente PVAL 
(mg) de Saturado al 5% 

Tríclosán (mi) (mi) 
400.0 o 00 20.0 40.0 

4000.0 1 23 200.0 400.0 
2400.0 4 76 120 o 240.0 
2000.0 9.09 100.0 200.0 

800.0 16 67 40.0 80 o 
400.0 23 08 20.0 40 o 
400.0 33 33 20.0 40 o 
400 o 0.00 20.0 40.0 

4000 o 1.23 200.0 400 o 
2400 o 4.76 120.0 240 o 
2000 o 9 09 100.0 200.0 

400.0 0.00 20.0 40.0 
4000.0 1.23 200.0 400.0 
2400.0 4.76 120.0 240.0 
2000.0 9.09 100.0 200.0 

Figura 9. Preparación de nanop,11ticulds por el n1dodo de emuls1f1cdc1ón-d1fus1ón 
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Agua 
Destilada 

(mi) 
160.0 

1600 o 
960.0 
800 o 
320 o 
160 o 
160 o 
160 o 

1600 o 
960 o 
800 o 
1600 

1600.0 
960.0 
800.0 
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4.6.3. EVALUACIÓN DE NANOPARTÍCULAS. 

4.6.3.1 Tamaño de partícula. 

Se determinó la talla de partícula promedio y la distribución del tamaño de partícula con un contador 

Nanosizer"9
. Las determinaciones se hicieron por triplicado preparando diluciones de una suspensión 

acuosa de nanopartículas liofilizadas 

4.6.3.2. Morfología. 

Las nanopartículas de PLGA se observaron por microscopía electrónica de barrido, recubriéndolas 

previamente con oro ( 1 200 V, 5 mAmp y O. 1 5 T orr durante 6 minutos). 

4.6.3.3. Determinación del PVAL residual en nanopartículas de PLGA y PLA. 

Se digirió una cantidad conocida de nanopartículas liofilizadas (5-1 O mg) con 5 mi de hidróxido de 

sodio O 1 N (NaOH O 1 N) en un pesafiltro, se agitó magnéticamente por 4 8 horas. Después de 

neutralizar el sistema con ácido clorhídrico 1 N (HCI 1 N) se filtró con filtro Millipore" de 0.22 pm 

y se a¡ustó el volumen a 1 O mi con agua destilada Posteriormente se tomó 1 mi de filtrado y se llevó a 

5 mi con agua destilada. Los 5 mi de filtrado se mezclaron con 2 mi de H ,80, O 6 5 M y 1 mi de 

solución de 1 O 05 lv\ / KI O 1 5 /v1 para formar un comple¡o colofldo El sistema se leyó con el 

espectrofotómetro a i. 6 4 O nm, la absorbanc1a obten1du se interpoló en la curva de calibración 

correspondiente pura obtener lu concentración del sistema 

Cuundo la lectura de absorbanc1a era demas1udo ba¡a o alta para ser interpolada en la curva de 

cal1brac1ón se tornaron mayores volúmenes de filtrado o bien se hicieron diluciones del mismo, llevando 

siempre u un volumen final de 5 mi untes de mezclar con el H 38Ü3 0.65 lv\ y la solución de I~ O.OS 

lv\ / KI O 1 5 lv\. /\1 mismo tiempo se corrió un estándar bajo las mismas condiciones. Las 

determinaciones se realizaron por triplicado. 
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4.6.3.4. Determinación del PVAL residual en nanopartículas de CAP. 

Se disolvió una cantidad conocida de nanopartículas liofilizadas (5-1 O mg) con 5 mi de metiletilcetona 

en un matraz de bola de 2 O mi con boca esmerilada, la solución se llevó a sequedad con un rotavapor 

a presión reducida Después se agregaron 9 mi de agua destilada y se continuó la agitación con el 

rotavapor calentando el nk1traz con bario de agua a 6 5 "C a presión atmosférica durante 60 rrnnutos. 

Posteriormenlc se filtró (lv\1ll1porc de 0.22 pm), se tomó 1 mi de filtrado y se llevó a 5 mi con agua 

destilada Los 5 mi de filtrado se mezclaron con 2 mi de H 3B0 3 0.65 M y 1 mi de solución de I'., 

O.OS M / KI O 1 5 M para formar un complejo colorido. El sistema se leyó con el espectrofotómetro a 

i. 0~ 640 nrn, la absorbanc1a obtenida se interpoló en la curva de calibración correspondiente para 

obtener l,1 conccntr.1c1ón del 111tema 

Cuando la lectura de absorbanc1a era de1T1asiado baja o alta para ser interpolada en la curva de 

calibrnción se tornaron mayores volúmenes de filtrado o bien se hacían diluciones del 1T1ismo, llevando 

siempre a un volumen final de 5 mi antes de mezclar con el H 3B0 3 0.65 M y la solución de I'.' O 05 

M / KI O 1 5 lv\. Al mismo tiempo se corrió un est,indar bajo las mismas condiciones. Las 

deterlllinaciones se realizaron por triplicado 

4.6.3.5. Determinación de triclosán en las nanopartículas de PLGA y PLA. 

Se digirió una cantidad conocida de nanopartículas liofilizadas (5-1 O lllg) con 5 mi de hidróxido de 

sodio O 1 N (NaOH O 1 N) en un pesa filtro, con agitación magnética por 4 8 horas. Después el 

sistema se filtró con membrana Milliporc ,. de O. 2 2 pm y se ajustó el volumen a 1 O mi con agua 

destilada. Se determinó la absorbanc1a a i. ' 290 nm y se interpoló en la curva de calibración 

correspondiente para obtener la concentración del sistema utilizando como blanco NaOH 0.1 N. En 

algunos lotes fue necesa110 diluir el filtrado. Las determinaciones se realizaron por triplicado 

4. 6. 3. 6. Determinación de triclosán en las nanopartículas de CAP. 

Se disolvió una cantidad conocida de nanopartículas liofilizadas (5.1 O mg) con 5 mi de metiletilcetona 

en un lllatraz de bola de 2 O mi con boca esmerilada, la solución se llevó a sequedad con un rotavapor 

a presión reducida. Después se agregaron 9 mi de NaOH 0.1 N y se continuó la agitación con el 
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rota vapor a presión atmosférica durante 60 minutos. Posteriormente se filtró (Mill1pore'" de O. 2 2 

prn), se tomó 1 mi de filtrado y se llevó a 1 O mi con agua destilada La absorbancia (i. 290 nrn) 

se interpoló en la curva de calibración correspondiente para obtener la concentración del sistema 

utilizando corno blanco NaOH 0.1 N. En algunos lotes fue necesario diluir el filtrado. Las 

determinaciones se realizaron por triplicado. 

4.6. 3. 7. Calorimetría Diferencial de Barrido. 

Muestras de nanopartículas liofilizadas de cada uno de los lotes preparados se analizaron por 

calorimetría diferencial de barrido a una velocidad de calentamiento de 1 O ºC / min. Los terrnogramas 

para las nanopartículas de PLGA y PLA se corrieron de 30 a 70 ºC. Las muestras de nanopartículas 

de CAP se analizaron de 30 a 200 ºC. 

4.6.4. PERFILES DE LIBERACIÓN. 

Para los estudios de liberaciones se diseñó un sistema que permite el contacto directo entre las 

nanopartículas y el medio de disolución. Este sistema se presenta en la figura 1 O y consta de una 

cámara perfectamente sellada dentro de la cual se coloca el medio de disolución y se dispersan las 

nanopartÍClilas La cámara se sumerge en un ba1io de agua que se calienta con un recirculador con 

termostato. La C<irnara contiene un orificio en la tapa superior donde se inserta una propela y con ayuda 

de un monod1solutor el sistema se mantiene con ag1tac1ón La temperatura dentro de la cámara fue de 

3 7 • O. 5 "C El medio de d1soluc1ón empicado fue una solución acuosa de Brij" 5 8 al 2 % p/v y 

el volumen utilizado fue de 500 mi. La velocidad de agitación se mantuvo a 2 5 rpm. Las muestras 

fueron tomadas con ayuda de una 1cringa conectada a un portafdtros con una membrana de 2. 5 cm de 

diámetro y poro de O 1 O ~lm. Se tomaron muestras de 3 mi reponiendo el mismo volumen con medio 

de disolución fresco a los 5, 1 O, 1 5, 20, 2 5, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 105, 120, 1 50, 

1 80, 21 O, 2 •10, 2 7 O, 300, 3 30 y 360 minutos 

Las muestras de la disolución se leyeron a una longitud de onda de 282 nrn. Se llevaron a cabo tres 

disoluciones pura cada lote excepto para los lotes 2, 9 y 1 3 para los que sólo se hicieron dos 

disoluciones 
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Figura 1 O. Apardto ~rnplcado P•"" las prucbds de disolución. 
1) Termómetro, 2) Propcl,1, 3) Jcrrng<J para torn<J de mucstr<J ó Jeringa p<lra reponer el volumen de l<l muestra y 

4) Portafrltro de teflón acoplado a l<J 1eríng<J y con membr<Jna de O. 1 pm de poro 

4.6.5. PREPARACIÓN DE NANOPARTÍCULAS POR EL MÉTODO DE 

DESPLAZAMIENTO DE SOLVENTE. 

4.6.5.1. Preparación por el método convencional. 

Se prepararon soluciones de pol1-l:-caprolactona en acetona a tres concentraciones: 2.5, 5.0 y 7 .5 % 

p/v Se 1nyectciron 20 mi de cada solución con bomba pcrrstáltica en un vaso de precipitados de 2 50 

mi que contcni,rn 1 2 5 mi de agua dcstrlada, mientras el srstema se mantenía con agitación magnética. 

Se empicaron 3 velocidades de 1nyecc1ón 1 4 2, 2 5 y 3 5 ml/min La drspersión se pasó por un tamiz 

malla 200 pard separar los agregados formados Se dcterrrnnó el tamaño de partícul.i del filtrado con 

un contador NanoSrzer ,. N4Plus. Los agregados se llevaron a peso constante en un desecador p.ira 
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PARTE EXPERIMENTAi-

determinar la eficiencia del proceso. Todas las pruebas se llevaron a cabo por quintuplicado. El método 

se esquematiza en la figura 11 . 

Bomba 

-------=.:....::--- . 
·-------~-

Figura 1 1 . Preparación de nanopartículas por desplaz<lmicnto de solvente (Método Convencional). 

4.6.5.2. Preparación con un sistema de reflujo. 

Se diseñó un sistema de reflujo que se esquematiza en la figura 1 2; con bomba peristáltica (Bomba 1) 

se mantuvo recirculando el volumen del sistema a 3 diferentes velocidades 2 7. 5, 5 5 y 8 3 ml/min. 

Bomba 

d) 1 

(j~~ 

Bomba 
2 

figura 1 2. Preparación de nanopallículas por desplazamiento de solvente (Sistema de Reflujo). 
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Se prepararon soluciones de poli-t:-caprolactona en acetona a tres concentraciones: 2. 5, 5 .O y 7. 5 % 

p/v. Se inyectaron 20 mi de cada solución con bomba peristáltica (Bomba 2) en el sistema de reflujo 

que contenía 1 2 5 mi de agua destilada, mientras el s.stema se mantenía en recirculación. Se emplearon 

3 velocidades de inyección. 1 4 2, 2 5 y 3 5 ml/min T cr1111nada la inyección de la solución orgánica se 

pasó la d1spers1ón formada por un tamiz malla 200 para separar los agregados. Se determinó el tamaño 

de partícula del filtrado con un contador NanoS1zer" N4Plus y los agregados se llevaron a peso 

constante en un desecador para determinar la eficiencia del proceso. Todas las pruebas se llevaron a 

cabo por quintuplicado, preparando un total de 135 dispersiones. Después de preparar cada 

dispersión el sistema se lavó con acetona y se enjuagó tres veces con agua destilada. 
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RESULTADOS Y DISOLISIÓN 

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los espectros de absorción obtenidos para triclosán en NaOH 0.1 N, triclosán en Bri(º 58 al 2 % 

p/v y el complqo de PVAL - H,BOi - I~ - KI se incluyen en el anexo 1 ¡unto con los valores de los 

coeficientes de absort1vidad (F;) obtenidos para las curvas de calibración. Las curvas de calibración del 

triclosán se leyeron a las longitudes de onda máximas, determinadas según los espectrogramas 

obtenidos. La curva de calibración del complc¡o de PVAL - H ,BO, - l... - KI que se utilizó para 

determinar el PVAL residual en las nanopartículas se leyó a 640 nrn, aunque la longitud de onda de 

máxima absorción (i.,.,J es de 620 nrn. A 640 nrn se tiene buena respuesta además, la cuantificación 

de PVAL residual en las nanopartículas est,í basada en un método previamente validado por Raygoza 

y colaboradores ( 1 996) en el que se traba¡ó a i. _e 6 4 O nrn. 

La solubilidad del t11clos,ín en la solución acuosa de Brij" 58 al 2% p/v fue de 9.69 3 6 :!: 0.021 2 

mg/ml; el primer valor es el promedio de tres determinaciones realizadas y el segundo indica la 

desviación cst,índar 

Las nanopart1culas fueron preparadas por el método de ernulsificación-difusión, como se señaló 

anteriormente, esta técnica involucra el uso de solventes parcialmente solubles en agua. La selección del 

tipo de solvente a utilizar para la preparación de las nanopartículas se apoyó en trabajos de 

invest1gac1ón en los que se han preparado nanoesfcras y nanoc,ípsulas con PLA, PLGA y CAP 

[Piñón-Segundo y cols, 2000 y Chbvez-Monroy y cols , 2002] 

Algunos de los polímeros que se han utilizado corno estabilizantes en el método de emulsificación-

difusión son el PV AL y poloxamcros corno Pluron1c" 1 8 8 y Pluronic ,. F 1 2 7 El PV AL evita la 

agreg,món de las n<1nopartículas de PLt\ aLH1 después de ser sometidas a un proceso de liofilización, 

pues posee una gran af1n1dad a la supcrf1c1c de las r111srnas, las cadenas de PV AL se unen fuertemente a 

la superf1c1e de las nanopartículas formando una capa estable [Üuintanar-Guerrero y cols., 1998b]. El 

principal inconvenrente de la util1zacron de este polímero es la dificultad para removerlo completamente 

de las nanopartrculas obtenidas [Grcf y cols, 2001 y fv\u y Fcng, 2002] 

El p11nc1p10 actrvo 1ncorporaclo en las nanoparticulas fue el triclosán. Cabe recordar que los compuestos 

que pueden ser encapsulados por la técnica de ernulsificac1ón-difusión deben ser insolubles en agua. El 
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triclosán (2, 4, 4 '-tricloro-2-hidroxidifeniléter) es un agente antimicrobiano no catiónico que presenta 

eficacia contra una amplia variedad de bacterias formadoras de placa, incluidas A. 

actmomycctccomitans, P 1átc1mcdia, f nuclcatum y C rcctus. El triclosán usado en dentríficos reduce 

la gingivitis y la placa dental [ Rosling y cols, 1 997 a] y retarda su progresión hacia periodontitis 

[Rosling y cols, 1997b]; evita la formación de nueva placa [Ramberg y cols, 1995 y Furuichi y 

cols, 1997] y reduce la placa supragingival ya establecida [García Godoy y cols, 1 990]. Además 

en estudios realizados por Waaler y colaboradores [ 1 993] se demostró que el triclosán puede 

penetrar mucosas y que su administración tópica en compartimientos orales y extraorales reduce signos 

clínicos de inflamación. En un estudio reciente de gingivitis experimental se demostró que el triclosán 

usado en en¡uagucs inhibe o retarda la inflamación gingival que se ocasiona en presencia de placa 

[ Ramberg y cols , 1995] 

Para la determinación de la talla de las partículas obtenidas se utilizó un contador NanoSizer" N 4 Plus, 

la determinación del tamaño de las partículas se basa en la medición y las fluctuaciones de la luz 

dispersada después de que un rayo láser incide sobre una celda con la dispersión de la muestra en 

estudio. La ,eloc1dad de difusión de las partículas en un medio liquido depende de la temperatura, 

v1scos1dad del líquido y tamano de las partículas por lo que se requiere que todas las muestras sean 

dispersión agua grado /V\illiO", todas las lcctlHas se realizaron a 2 5 ºC y el ,ingulo de 1nc1dcncia del 

rayo láser fue 90u Los datos obtenidos con este análisis son la talla promedio de las partículas, la 

distribución del tama(10 de partícula y la desviación estándar de la misma, además del índice de 

polid1spers1dad de la muestra. La desviación estándar (d e ) de la d1str1buc1ón del tamano de partícula 

proporciona una indicación cualitativa de la polid1spers1dad de la muestra. El índice de pol1dispersidad 

(1 P ) est,í relacionado con el coeficiente de variación (C.V) de la distribución del !amano de 

partícula por l.J expresión: 

cv = 

1 __ 1_ +4 
~2- ¡p 

50 

Ecuación ( 1) 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

A continuación se muestran los resultados obtenidos en las determinaciones de la talla de partícula para 

los diferentes lotes de nanopartículas (Tablas 2 a 4; Figuras 1 3 a 2 7 y Gráfico 1). 

Tabla 2. Talla de partícula promedio para nanopartículas de PLGA y de PLGA con triclosán. 

Lote Talla d. e. l.P. c.v. 
(nm) (nm) 
171.2 48.7 0.120 0.350 

1 179.4 59.8 0.200 0392 
178.2 55.2 -0.156 o 373 

x 176.3 o 372 
222.8 56 5 -O 087 o 320 

2 214.3 44 5 o 052 o 271 
222.2 62 o -O 113 o 345 

x 219.8 o 312 
248.0 42.9 -O 034 o 231 

3 250.5 66 2 -O 970 o 471 
240 7 42 7 -O 036 o 236 

x 246 4 o 313 
277 2 86 8 -O 161 o 375 

4 264 4 41 2 o 027 o 211 
276 2 71 2 -O 091 o 325 

x 272 6 o 303 
304 5 94? -O 155 o 372 

5 307 2 109 5 -O 258 o 410 
313 1 110 6 -O 249 o 408 

x 308 3 o 397 
340 7 159 3 -1 748 o 483 

6 355 6 91 1 -O 089 o 322 
367 3 160 5 -O 808 o 465 

x 354 5 o 424 
471 2 211 o -1 015 o 472 

7 450 7 183 5 o 492 o 446 
453 5 153 2 0.210 o 396 

x 458 5 0.438 
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figura 1 3, Distribución del tamaño de partícula de nanopartícul,1s de PLGA (Lote 1 ) . 
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figura 14. Distribución del tamai10 de partícula de nanopartículas de PLGA con tríclos,\n (lote 2) 
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Figura 15. Distribución del tamaño de partícula de nanopartículas de PLGA con triclosán (Lote 3). 
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figura 16. Distribución del tarn<1rio de partícula de nanopartículas de PLGA con triclos.ín (Lote 4). 
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Figura 17. Distribución del tamaño de partícula de nanopartículas de PLGA con tridosán (Lote 5). 
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Figura 18. Distribución del tamaño de partícula de n,rnopartículas de PLGA con tridos,ín (Lote 6). 
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Figura 1 9. Distribución del tamaño de partícula de nanopartículas de PLGA con triclosán (lote 7). 

Tabla 3. Talla de partícula promedio pma nanoparticulas de PLA y PLA con triclosán. 

Lote Talla d. e. l.P. c.v. 
(nm) (nm) 
223. 1 60 3 -O 103 o 336 

8 217.3 55 7 o 089 o 322 
216.8 69 1 -0. 171 o 380 

x 219. 1 o 346 
207.0 45 8 0.061 o 286 

9 209.2 20 8 o 010 o 136 
206 3 70 5 o 219 o 399 

-· 207 5 o 274 X 
219 1 68 7 o 162 o 376 

10 212 8 63 o -O 135 o 360 
213 3 68 3 o 174 o 381 

X 215 1 o 372 
288 9 95 1 -O 191 o 389 

11 285 4 117 7 -O 531 o 450 
284 o 55 8 o 046 o 259 

-x· 286. 1 0.366 

r· 
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Figura 20. Distribución del tamaño de partícula de nanopartículas de PLA (Lote 8). 
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Figura 21. Distribución del tamaño de partícula de nanopartículas de PLA con triclosán (Lote 9). 
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Figura 22. Distribución del tamaño de partícula de nanopartículas de PLA con triclosán (Lote 1 O). 
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Figura 23. Distribución del tamaño de partícula de nanopartículas de PLA con triclosán (Lote 11 ). 
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Tabla 4. Talla de partícula prorncd10 para nanopdltículas de CAP y CAP con t11closán. 

Lote Talla 
(nm) 
231.1 

12 212.4 
225 2 

x 222 9 
214 4 

13 220.6 
224.7 

x 219.9 
189.7 

14 193 1 
196 o 

x 192 9 
223.9 

15 251.8 
230.7 

x 235.5 

08 

01.) 

04 

o~ 

:.o t.O 7LlfU l((l 

d. e. 
(nm) 
93.2 
80 4 
93 1 

58 7 
70 o 
97 1 

52 6 
50 4 
35 3 

80 1 
100 6 
89 9 

,6·~:.: 

/' \ 
' ~' 
' \\ 

\\ 
\, 
" '· 

1.P. 

0.466 
o 336 
-O 539 

-O 107 
o 168 
-O 738 

o 111 
-O 093 
o 037 

o 262 
o 440 
o 386 

~Ü.1 ~l!\t Jllll f,l)Ü(.Clll '.)úú 

~~l:t• (llt!ll 

C.V. 

o 444 
o 427 
o 450 
o 440 
0.340 
o 379 
o 462 
o 394 
0.343 
0.327 
o 239 
o 303 
0.411 
o 441 
0.435 
0.429 

Figura 24. Distribución del tamaño de particul,1 de nanop,11tícul,1s de CAP (Lote 12). 
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Figura 25. Distribución del tamaño de partícula de nanopartícul,1s de CAP con triclos.ín (Lote 13). 
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figura 26. Distribución del t,1maiío de partícula de nanopartículas de CAP con triclos,ín (lote 14). 
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figura 27. Distribución del tamaño de partícula de nanop.1rtículas de CAP con triclosán (Lote 15) . 
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De manera general, todos los lotes prep,1rados presentan talla submicrónica y todas las partículas 

obtenidas son menores a 500 nm, corno se muestra en las tablas 2, 3 y 4 y en las figuras 1 3 a 27. 

En los lotes de PLGA se aprecia que al aumentar la cantidad de triclosán en las nanopartículas la talla 

de las mismas se ve incrementada Esta tendencia se puede ver claramente en el gráfico 1, sobre todo a 

partir del lote con 9.09% p/p de triclosán (lote 4). Para las nanopartículas de PLA y CAP no se 

puede aseverar que el triclosán aumente la talla de las partículas, pues los lotes que se prepararon 

contienen cantidades muy ba1as del activo 

Los lotes de PLGA con mayor proporción de triclosán presentan una mayor desviación estándar en la 

distr16uc1ón del tamano de partícula, lo cual es un indicativo de que los lotes incrementan su 

polid1spcrsidad Para calcular el coeficiente de variación se consideraron los valores absolutos de los 

Las partículas obtenidas fueron analizadas con el microscopio electrónico de barrido para el análisis de 

su morfología Se pudo determinar que poseían una estructura sólida de forma definida, semejante a una 

esfera y que eran de ta mano menor a un rrncrómetro (nanoesferas). En la figura 2 8 se muestran algunas 

de las fotografías obtenidas de las nanoesfcras de PLGA con triclosán, la barra blanca mayor de la 

parte inferior 1:qu1crdd de las fotogr,1f1<ls rcpresentd una longitud de 1 pm Puede apreciarse que al 

aumentar la cantidad de triclos,111 en las 11,111ocsferas el ta111<1110 de las nm1lldS aumenta, asimismo, se 

aprecia que tienden a fusionarse tmas con otras En un estudio previo [ P1nón-Segundo y cols., 2000] 

se sugiere que el triclos,in pudo favorecer la fusión de las nanoesferas, actuando como un plastificante 

no convencional que favorece la formación de películas En las páginas siguientes se retoma este 

plantearrncnto, rclac1on,indolo con estudios de calorimetría diferencial de barrido. 
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Dentro del marco teórico se señaló que Ouintanar-Guerrero y colaboradores (1997b) sugieren que en 

el método de emulsificación-d1fusión las nanopartículas son formadas por la difusión del solvente desde 

los glóbulos de la emulsión. Cuando el solvente difunde acarrea moléculas de polímero hacia la fase 

acuosa, originando regiones locales de supersaturación, desde las cuales son formados nuevos glóbulos o 

agregados de polímeros (no totalmente desolvatados) La estabilización de estas "protonanopartículas" 

por la presencia de un cstabdizante (PVAL) es muy importante para evitar su coalcscencia y la 

formación de aglomerados Entonces, si el cstabd1zante permanece en la interfase líquido-líquido durante 

el proceso de difusión y su efecto protector es adecuado, se formarán las nanopartículas después de 

que se ha completado la difusión del solvente En la figura 29 se esquematiza el mecanismo de 

formación de nanopartículas por este método. 

(A) (B) 
Di/11ciá11 

~f-~"~ 
~~ ~~~~¿Agua syaturada 

~S. -Y' Estabilizante 

GLÓBULO .. .. .. .. .. .. 

H.l'1!iú11 
'oh1·l''>lt11rada 

••• 1. . 

Difusión 

• 
. . . . . . . . . 

Figura 29. Esquema del mecanismo propui:>lo "'"'' I" lo1111<Jucrn de nanoparlículas por el método de 
cmulsificación d1fus1ón. (A) Antes de i<l etapd de drfus1ón, (8) Después de la ctap<l de difusión [Modificado 
de Üuintanar-Guerre10 y cols, 1997b) 
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La cantidad residual de estabilizante (PVAL) en las nanoesferas obtenidas se determinó con base en un 

método validado por Raygoza y colaboradores (1996); se fundamenta en una técnica propuesta por 

Joseph H. F1nky en 1 961 para cuant1f1car PV AL en papel y que posteriormente fue adaptada por 

Allémann y colaboradores (1993) para la cuant1f1cación de PVAL residual en nanopartículas de PLA. 

El PVAL forma complejos coloridos con yodo en presencia de ácido bórico. El compuesto formado es 

de color verde y dicho complc¡o es estable por 15 minutos [Raygoza y cols, 1995). 

Después de determinar espectrofotométrrcarnente la cantidad de triclosán presente en las nanoesferas se 

procedió a calcular el porcentaje de f,írmaco contenido en las nanocsferas (% de triclosán cargado) y la 

eficiencia de encapsulamiento (E. E ) para cada uno de los lotes de acuerdo a lo propuesto por Leroux 

y colaboradores ( 1994 ), las fórmulas empleadas fueron las siguientes: 

Trie losún Cargado(%) 
C1ant11.."i(id de Tn .. ·/l"JS1.í.11 en JJLUI1Jt.':..,··1--::ras 

C1antui1.1d de .'lt1JJ1_1e:¿/~·1\-::: 

E.E. (%) 
'!O Tricfosá11 in1c·1<1l • (1-fr\1cc1ó11de Pf·'.4l residual) 

• 100 
Ecuación (2) 

Ecuación ( 3) 

Debido a que cierta cantidad de PV AL se adsorbe en la superficie de la nanopartículas durante el 

proceso de obtención de las mismas, se debe introducir el factor de corrección 1/(1 -fracción de PVAL 

residual) para evitar una sobreest1111ac1ón de la cf1cienc1a de encapsulamiento [Leroux y cols., 1 994]. 

Para el porcenta1c de triclos,ín 1n1c1al (e\, Trrclman 1n1c1al) se consideró la cantidad de trrclosán 

empicada en la preparación de cada lote 

Diversos autores no consideran el factor de corrección antes señalado Por ejemplo, Gomer y 

colaboradores ( 1 999) prepararon nanoesfcras de PLA cargadas con lidocaína y no consideran el 

PVAL residual para la determinación de la EE, a pesar de tener nanoesferas con 8 1 % de PVAL. 
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RESULTA DOS Y DISCUSIÓN 

Es importante señalar que en algunos trabajos se reporta el porcentaje de recobro de fármaco, el cual es 

igual al % E. E sin considerar el factor de corrección por residuos del estabilizante polimérico [ Niwa y 

cols., 1993 y Kawashima y cols. 1999). 

Los resultados obtenidos para los diferentes lotes de nanoesferas se incluyen en la Tabla 5, sólo se 

muestran los promedios de las tres determinaciones realizadas. 

Tabla 5. Caracterización de nanocsferds de PLGA, PLA y CAP (Porcentdje de triclosán cargado en las 

nanocsferas, Porcentaje de PVAL residudl y Eficiencia de Encapsulamiento). 

Lote Polímero Triclosán % Triclosán E.E. % Triclosán % PVAL 
Nombre (mg) (mg) inicial (%) Cargado residual 

1 PLGA 400 o 00 o 00 - - 2.14 
2 PLGA 4000 o 50 o 1.23 70.04 0.84 2.85 
3 PLGA 2400.0 120 o 4 76 85 12 3.93 3.04 
4 PLGA 2000.0 200 o 9 09 63.88 5.62 3.22 
5 PLGA 800 o 160 o 16 67 71.40 11.46 3.70 
6 PLGA 400 o 120 o 23 08 72 23 16.18 2.93 
7 PLGA 400 o 200 o 33.33 73 04 23.75 2.45 
8 PLA 400 o DO o 00 o 00 O.DO 2.74 
9 PLA 4000 o 50 o 1 23 88 51 1.06 2.99 

10 PLA 2400 o 120 o 4 76 89 40 4.10 3.69 
11 PLA 2000 o 200 o 9 09 79 52 7.03 2.76 
12 CAP 400 o 00 o 00 o 00 O.DO 2.35 
13 CAP 4000 o 50 o 1 23 82.28 0.98 3.52 
14 CAP 2400 o 120.0 4 76 87.90 4.07 2.77 
15 CAP 2000.0 200.0 9.09 89.21 7.92 2.34 

Para todos los lotes se obtuvieron residuos de PVAL muy bajos ( < 4%), lo cual indica que los 

lavados realizados durante el proceso con la finalidad de clrminar el PVAL son adecuados. Üuintanar· 

Guerrero y colaboradores (1998b) reportan 6-8 % de PVAL residual en nanoesferas de PLA 

preparadas por el método de emulsificación difusión Algunos otros autores reportan PV AL residual 

desde 5 hasta 1 O % para nanopartículas de PLA cargadas con savoxepina preparadas por el método 

de salting-out y 5 5 y 9 8 % para nanopartículas de PLA con clorambucilo preparadas por el método 

de emuls1ficacrón drfusrón [ Allémm,in y cols , 1 99 3 y Lcroux 1 99 5) 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El PV AL funciona como un coloide protector para las glóbulos de la emulsión formada durante la 

preparación de las nanoesferas; las moléculas de PV AL adsorbidas en la superficie de los góbulos 

previenen su coalesccncia [Niwa y cols, 1993] Aderll<ÍS, el PVAL forma una capa estable sobre la 

superficie de las nanopartículas la cual permite una redispersión casi instantánea cuando las 

nanopartículas l1ofil1zadas son suspendidas en agua [Allémman y cols, 1993; Leroux 1995 

Üuintanar-Guerrero y cols , 1 998b] 

Los porccnta1cs de E. E pueden considerarse como muy aceptables pues, generalmente, es difícil 

alcanzar eficiencias mayores al 80%. A pesar de que el triclosán es un compuesto considerado 

pr.ícticamente insoluble en agua, es probable que al manejar grandes vollunenes de agua durante la 

preparación de las nanoesferas parte del triclosán sea arrastrado, lo cual disminuye la cantidad de 

triclosán cargada en las nanopartículas Asimismo, al utilizar un solvente parcialmente miscible en agua 

(acetato de etilo) el tr1closán pudo haber 51e/o arrastrado fuera de los glóbulos de la emulsión durante la 

etapa de difusión en el proceso de formación de las nanopartículas, es decir, en el momento en que se 

agrega agua destilada al sistema Además el triclosán pudo elurnnarsc 1unto con el sobrenadante de los 

procesos de lavado-centrifugado 

Como se señaló anteriormente, en las fotografías obtenidas por microscopía electrónica de barrido se 

observó que las n,inocsferas de PLGA con altas proporciones de triclosán tendían a fusionarse unas con 

otras. En un estudio previo se planteó la posibilidad de que el tr1closán pudiese fungir como un 

p/ast1ficante no convencional que favoreciera la formación de películas (Pirión-Scgundo y cols , 2000]. 

En las figuras 30, 31 y 3 2 se presentan compendios de los termograrnas obtenidos para los diferentes 

lotes d<: nanupJrticulas y para el triclosán, las muestras de nanocsfcras de cada polímero se analizaron 

ba10 las 1111s111,11 cond1c1onc1 y se presentan en una solo gráfico para facilitar su an,ílisis. 
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Peracchia y colaboradores ( 1997) reportan la preparación ele nanoesferas de PLA, PLGA y PCL 

cargadas con lidocaína y cubiertas de pol1etilenglicol (PEG) con el propósito de prolongar el tiempo 

de circulación en sangre puesto que las cadenas h1drofíl1cas del PEG en la superficie del ac.:meador 

previenen el reconocimiento de las nanoesferas por parte del sistema fagocítico mononuclear En pruebas 

de calorimetría d1fercnc1al de barrido encontraron que las nanocsferas de PCL cubiertas con PEG 

presentaban un comportamiento térmico diferente al aumentar la proporción de lidocaína en el sistema. 

Los picos cndotérmicos del tcrrnograma «itribuidos a la l1docaína) se desplazaban hacia temperaturas 

más bajas conforme se aumentaba la proporción de l1docaina con respecto al polímero, además de 

modificarse la forma de los picos, tendiendo a ens,rncharsc al aumentar la cantidad de lidocaína 

(3096) Los datos obtenidos sugirieron que la l1docaína y el polímero acarreador interactúan uno con 

el otro lo cual es de gran relevancia ya que dichas 1ntcracc1oncs afectan el proceso de liberación del 

activo. Para las nanocsfcras de PLGA y PL/\ con l1docaína no se apreciaron diferencias notables en los 

picos obtenidos para el f,irm,ico puro y las nanocsfcras con 1 O, 20 y 3 3'?-6 de l1docaína; se 

registraron picos muy semc1,1ntes en forma y magnitud al de la l1docaína, además de que se localizaban a 

la misma tempcr,ltura 

Otros autores [Grcf y cols, 1994] con estudios de calorimetría y rayos X han demostrado que la 

lidocaína puede cristal1:a1 en las nanoesferas, durante el proceso de fabricación, cuando se trabaja con 

cargas cercanas o superiores al 30 C:ó p/p Cuando la carga de activo es menor al 1 O ºlo la l1docaína se 

dispersa molecularinente en las nanoesferas y con porcentajes de carga mayores parte del activo cristaliza 

en las nanoesfcras por lo que la lidocaína cristalizada se disuelve y difunde más lentamente hacia la fase 

acuosa 

Considerando los dos p,irrafos anteriores podemos afirmar que la l1docaína de las nanoesferas 

preparadas por Pcr,icch1a y colaboradores ( 1997) no se encontraba dispersa en la matriz polimérica 

s1110 que se encontraba en forma de cristales, por lo que al hacer el estudio por calorimetría diferencial 

de barrido con l,1s nanocsfc1as cargadas se detectaban picos característicos de la fusión del activo. 

Una de las principales apl1cac1oncs de la calor11netriil d1fcrcnc1al de barrido para el análisis de las 

nanoesferas es la determinación de lil form¿¡ en que se encuentra el activo en la matriz polimérica, pues 

permite establecer s1 el activo se encuentra disperso rnolecularmente en la matriz o en forma de cristales. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Cuando existe una dispersión molecular del activo en lus nanopartículas no se detectil el pico 

endotérmico característico de lu fusión del activo en los terrnogramas de las nanopartículas cargadas. 

Una vez comprobada la d1spers1ón molecular del activo en la matriz pol1mérica se puede determinar si 

existen interacciones químicas entre el fármaco y el polímero utilizando rayos X o espectros de infrarrojo 

[Calvo y cols , 1996) 

En las figuras 30, 31 y 3 2 puede apreciarse que en ninguno de los termogramas de las nanoesferas 

con trrclosán se presenta la endoterma del triclosán (63 "C) por lo que se afirma que en todos los 

lotes preparados (nanoesferas de PLGA, PLA y CAP) el triclosán se encuentra disperso 

molecularmente 

En la figura 3 O se muestra el termograma para el PLGA, se presenta una endoterma relacionado con la 

temperatura de trans1c1ón vítrea (T g) del polímero a 4 7. 2 7 ºC; también se encuentra un cambio 

atribuible a una trans1c1ón vítrea a 68. 23 ºC. F1tzgerald y Corrigan (1996) prepararon microesferas 

de PLGA con levam1sol y reportan una temperatura de transición vítrea para el polímero a 51 ºC. La 

T g del PLA y del PLGA puede verse disminuida por la hidratación del polímero. El termograrna del 

PVAL presenta un pico relacionado con la T g a 4 8 8 3 ''C En el termograma del lote 1 se aprecia 

que aparece una cndoternk1 a 1 7 8 5 4 "C, considerando que este pico no se aprecia en el termograma 

del polímero puro puede pensarse que l,1 cndoterrna se rcl,ic1ona con el PV AL residual presente en las 

nanoesferas. En los tc1mogramas de los lotes 2 al 7 puede apreciarse que, al aumentar la cantidad de 

triclosán en las nanoesferas, la temperatura de trans1c1ón vítrea del polímero disminuye. 

Relacionando los resultados obtenidos con las fotografías obtenidas por microscopía electrónica de 

Garrido podernos afirmar que el lriclosán est,i actuando corno un plastificante no convencional que 

favorece la unión entre las nanoesferas. 

En la figura 3 1 se incluye el termograrna para el PLA, se aprecian dos temperaturas de transición vítrea 

a 54 79 y 89 79 'C El terrnograma para el lote 8 (nanoesferas de PLA sin triclos,ín) presenta un 

cxotcrrn,1 a 80 7 8 'C, el cudl se atribuye il un proceso de cristalización. En los terrnogramas de los 

lotes 9 y 11 se aprecian cndoterrnas a 50 6 5 y 4 3 7 5 ºC, respectivamente, los cuales se atribuyen a 

l,1 Tg del polímero; también se observan señales a 104.89 y 96 29 ºC relacionadas también con una 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

transición vítrea del polímero Para el lote 1 O no se aprecia de una manera muy clara la primer 

endoterma, 1ólo 1e ob1erva un ligero cambio de pend1cnte1 (T g) a 3 6 8 4 "C y 9 3. 5 2 "C. 

En la figura 3 2 1e muestran los termogramas para el tr1closán y para las nanoesferas de CAP con 

triclosán Puede apreciarse que el triclosán se encuentra disperso molecularmente en el polímero. No se 

detectan cambios considerables en las temperaturas de transición vítrea en los diferentes lotes de 

nanoesferas para este polímero. 

Con respecto al an,ílis1s de la liberación in vitro del triclosán a partir de las nanoesferas preparadas se 

realizaron estudios emple,mdo un sistema que permitiese el contacto directo entre el medio de 

disolución y las nanocsferas analizadas. 

Es recomendable que los estudios de liberación se efectúen bajo condiciones "sink", es decir, por 

deba10 del 1 S·c'o de la solubilidad. S1 el fármaco en c1tudio es pobremente soluble en agua es válido 

adicionar solventes no acuosos o agentes solubilizantes al medio de dispersión con el objeto de 

mantener las condiciones "s1nk" Este tipo de estudios pueden ser de gran importancia para la 

determinación del mccar111mo de l1berac1ón del activo a parttr del acarreador. Si el fármaco es liberado 

por difusión J través de la matrtz pol1mérica, la composición del solvente en condiciones "sink" puede 

no influenciar la l1berac1ón del activo, pero s1 el solvente penetra en la matriz, es muy probable que la 

compos1c1ón del medio ele d1soluc1ón influya en la l1berac1ón del fármaco aém CL1<rndo se mantengan 

condiciones "s111k" [ \V<Jshrngton, 1 990] Leelardsarnee y colaboradores ( 1 98 6) observaron que al 

adición de agentes solubd1:antes por deba¡o de la concentración micelar crítica al medio en condiciones 

"sink" incrementa la velocidad de l1berac1ón de h1clrocort1sona a partir de rrncrocápsulas de ,ícido poli-

D, L-láct1co Propusieron que ese efecto puede ser ocasionado porque se favorece el mojado del 

polímero y se incrementa la penetración del solvente 

Corno se serial o en el marco teórico, los métodos hasta ahora utilizados para el estudio de los perfiles 

de liberación de activos a parttr de sistemas nanopart1culados no han sido totalmente aceptados. En el 

presente traba¡o uno de los ob¡et1vos fue diseñar un aparato que nos permitiera evaluar la liberación real 

de las nanoesferas obtcrndas sin el uso de membranas o bolsas de d1ális1s que l1m1taran la liberación del 

activo Debido a que el f,írmaco empicado (tr1clos,ín) es prácticamente insoluble en agua se decidió 

adicionar al medio de disolución un agente que facilitara su disolución y por tanto aumentara la 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

solubilidad. Se realizaron varias pruebas utilizando diferentes concentraciones de T ween.;.' 80 y de Bri(' 

5 8; finalmente se decidió trabajar con Brq ,. 5 8 al 2% pues este surfactante a esa concentración 

aumentó la solubilidad del triclm,ín y no alteró la detección cspectrofotométrica del mismo. 

Es importante aclarar que se realizaron diversas pruebas puril seleccionar el volumen de medio a utilizar, 

así como el volumen muestreado durante las disoluciones, los meiores resultados se obtuvieron con 500 

mi de medio de disolución y volúmenes de muestra de 3 mi. Los resultados muestran sólo las 6 

primeras horas de la l1berac1ón, después de 2 4 horas se muestreo nuevamente y en ninguna de las 

disoluciones se observó cambio alguno; lo que indicó que todo el triclosán había sido liberado y que se 

había alcanzado lu concentración rnjxima que nos perm1t1ó conocer la cantidad máxima liberada (McL) 

Las disoluciones se llevaron a cabo por tripl1c.ido 

En el anexo 2 se reportan los porcenta1es de triclosán liberados para cada lote de nanoesferas respecto 

al porcenta1e de triclosán cargado en las nanopartículas indicado en la tabla 5 Aunque el porcentaje 

liberado se calculó para cada una de las disoluciones sólo se incluye el promedio para cada lote y la 

desviación estándar Con esos datos se construyeron los gráficos 2, 3 y 4 en los que se indica el 

porcenta1e de activo liberado en función del tiempo. 
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Gráfico 2. Perfil de liberación para las nanoesferas de PLGA con triclosán, considerando como 1 00% el 

triclosán cargado en las nanoesferas. -+- Lote 2 ( 1 . 2 3 % de Triclosán) 1 -•- Lote 3 ( 4. 7 6 % de 
Triclosán) 1 --.--- Lote 4 (9.09 % de Triclosán) ·-->-- Lote 5 (16 67 % de Triclosán)1 -•-Lote 6 (23.08 

% de Triclosán) y Lote 7 (33.33% de Triclosán) 
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Gráfico 3. Perfil de liberación para las nanoesferas de PLA con triclosán, considerando como 100% el triclosán 

cargado en las nanoesferas. --+- Lote 9 (1.23 % de Triclosán)¡ -e- Lote 10 (4.76 % de Triclosán) y 

---•-- Lote 11 (9 09 % de Triclosán). 
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Gráfico 4. Perfil de liberación para las nanoesferas de CAP con triclosán, considerando como 100% el 
triclosán cargado en las nanoesferas.-+- Lote 13 (1 23 % de Triclosán); -.- Lote 14 (4.76 % de 
Triclosán) y -.ro.- Lote 15 (9.09 % de Triclosán) 

Los porcentajes incluidos en el anexo 3 representan la cantidad de fármaco que realmente es capaz de 

difundir hacia el medio de disolución, la cantidad que participa en el proceso de liberación. Por esta 

razón, se procedió a calcular los porcenta¡es liberados para cada tiempo considerando como el 1 00% 

ya no la carga total de triclosán en las nanoesferas, sino la cantidad máxima liberada al equilibrio. En el 

anexo 3 se presentan los promedios de los porcentajes de triclosán liberado a diferentes tiempos y la 

desviación estándar de los mismos considerando como 100% la cantidad máxima liberada. Con los 

datos obtenidos se obtuvieron los gráficos 5, 6 y 7, donde Mt es la cantidad liberada a un tiempo t y 

Mu. es la cantidad máxima liberada de triclosán. 
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Gráfico 5, Perfil de liberación para las nanoesleras de PLGA con triclosán, considerando como 1 00% la 

cantidad máxima liberada. -+- Lote 2 (1.23 o/o de Triclosán); -tt- Lote 3 (4.76 o/o de Triclosán); __._ 

Lote 4 (9 09 % de Triclosán)- ->-- Lote 5 (16.67 % de Triclosán); --•- Lote 6 (23.08 % de Triclosán) 

y Lote 7 (33 33% de Triclosán). 
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Gráfico 6. Perfil de liberación para las nanoesferas de PLA con triclosán, considerando como 100% la 

cantidad máxima liberada. --.- Lote 9 ( 1 . 2 3 % de T ridosán); -•- Lote 1 O ( 4. 7 6 % de Triclosán) y -.

Lote 11 (9.09 % de Tridosán). 

78 

400 



o 
o ...-

.¡ 
~ 

RESULTADOS Y DISDUSIÓN 

11 o ! 

100 --

90 

80 

70 

60 

50 -------------- ----- ·---. ---------·-·- ----

o 50 100 150 200 

Tiempo (min) 

250 300 350 

Gráfico 7 _ Perfil de liberación para las nanoesferas de CAP con triclosán, considerando como 1 00% la 
cantidad máxima liberada. -- Lote 1 3 ( 1 . 2 3 % de Triclos.ín); -•- Lote 1 4 ( 4. 7 6 % de T riclos.ín) y 

-A- Lote 15 (9 09 % de Triclos.ín). 

En los gráficos anteriores puede apreciarse que el triclosán se liberó rápidamente. Al inicio de este 

proyecto se había contemplado únicamente el estudio de la liberación de nanoesferas de PLGA y al 

ver algunos perfiles de liberación de pruebas preliminMes que se realizaron con el propósito de definir 

los volúmenes del medio de disolución y de las muestras tomadas se decidió preparar nanoesferas con 

otros polímeros para determinar si presentaban el mismo comportamiento. 

En el gráfico 5 se observa que el lote 2 que contenía menor proporción de triclosán ( 1. 2 3%) es el 

que libera más lentamente. En general, como era esperado, al aumentar la cantidad de triclosán en las 

nanoesferas la liberación es más rápida porque hay más fármaco en la matriz. El lote 7 con 3 3. 3 3% de 
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triclosán libera casi inmediatamente el 90% del total de tr1closán (t - 20 min) Es importante señalar 

que las nanoesferas entran en contacto directo con el medio de d1soluc1ón, por lo que se favorece una 

r,ip1da l1berac1ón del tr1closán 

En 1 996, P Calvo y col.iboradores realizaron un estudio de l1bcrac1ón in v1tro para nanoesferas, 

nanocápsulas y nanoemulsiones por el método de bolsa de diálisis reversa; el polímero usado fue pol1-1:-

caprolactona y el activo fue indometacina Los perfiles de liberación obtenidos fueron similares para las 

tres formulaciones, el 8 5 9f, del activo es liberado en las dos primeras horas y en 4 horas se libera el 

1 00 9¿, La l1bcrdc1ón r,íp1dd del activo iin1camentc se µresentó cuando se manc¡aron cond1c1ones 

"sink" pues en lotes de suspensiones no diluidus que se util11aron pard ,rnal1zar la estabil1c1'1d del tarnu1io 

de partícula no se detectó l1berac1ón total del f,irmaco acL11 despues de ó meses de alrnacenarmento; lo 

anterior indicó que un factor muy importante para la liberación de la 1ndometdc1nJ de estos Jcarreadores 

coloidales es el volumen del medio en el que se llevó a cabo la l1berac1ón La liberación de 

1r1dometacina de las nanoC<ipsulas y la nanoernulsión fue afectada por l,1 partición del f,írrnaco entre las 

gotas de aceite y el medio acuoso externo La r,ip1da liberación de la 1ndornetac1na de las nanoesferas 

se atribuyo a un mecanismo de difusión a través de l,1 llldtriz pol1111crica favorecido por alta 

permeabilidad del polímero J sustancias de ba¡o peso molecul,11 por poseer unJ ba¡a temperJtura de 

transición vítrea (T g - 60 ''() Es importante recalcar que los estudios de calor1rnetrÍJ diferencial de 

burrido que se realizaron indicaron que lu indometJc1na estaba dispersa molecul,irmente en el polímero 

En otra investigación, Gcirner y colaboradores ( 1999) prepararon nanopartículas de PLA con un 

anestésico local, l1docaína, cargad,1s con clifcrentes cantidades del f,írrnaco Las partículas con más carga 

de lidocaína ( 3 0%) presentaron una l1berac1ón lenta ( 2 4 -3 O horas) y nanoesferas con 1 3 'Jó de 

l1docaína liberaron su contenido en 1 5 horas y nanoesferas con 7% de l1docaína liberaron el fármaco en 

tan sólo un par de horas Podría esperarse que rrnentras exista menos l1docaína en la matriz la l1buac1ón 

sea m,is lenta, sin c111b,1rgo ocurre lo cont«HIO Un dato Hnportantc en ese estudio es que el tarna.-10 de 

las nanocsferas aumenta notablemente con el incremento de la cunt1clacl de l1docaína, nanocsfcras con 

30°ó de lidocaína r111d1cron aproximadamente 800 nm, rrnentras que las que contenían 7 'fó de 

l1docuína fueron de 2 50 nm Probablemente el aumento del área superficial en las nanoesfcras con 

menor tamarío ( 7 '·':1 de l1docaína) influya más en el proceso de l1berac1ón que la proporción de activo ¡• 
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polímero en el sistema. Además, la velocidad de liberación del activo está relacionada directamente con 

la manera en que se encuentre presente el fármaco en la matriz, es decir si se encuentra disperso 

molecularmente en la matriz polimérica o formando de cristales. Otros autores [Gref y cols, 1994] 

con estudios de calorimetría y rayos X han dernostrado que la lidocaína puede cristalizar en las 

nanoesferas cuando se trabaja con cargas cercanas o superiores al 3 O % p/p durante el proceso de 

fabricación. Cuando la carga de activo es menor al 1 O % la lidocaína se dispersa molecularmente en las 

nanoesferas y con porcentajes de carga mayores parte del activo cristaliza en las nanoesferas por lo que 

la lidocaína cristalizada se disuelve y difunde 1TI<Ís lentamente hacia la fuse acuosa 

En nuestro caso, las nanoesferas rnás pequenas son las que contienen rnenos tr1closán y a pesar de que 

el área superf1c1al es mayor, la liberación es m,ís lent,1 Ade111<Ís, como se señaló anteriormente, las 

pruebas de calorimetría realizadas demostraron que el triclos,ín se encontraba disperso en la matriz 

pol1mérica sin formar cristales. La r,ípida liberación del triclosán de las nanoesferas preparadas puede ser 

atribuida tamb1cn al mtema utilizado para la d1soluc1ón, el cual es un buen solvente para el triclos,ín. 

La liberación de fármacos a partir de nanopartículas depende de la naturaleza del sistema acarreador. 

En el caso de un mterna tipo matriz, el activo es distribuido o dispersado en la matriz polimérica y la 

liberación ocurre por difusión o por erm1ó11 del sistema S1 la d1fus1ón del activo es nicís rápida que la 

degraduc1ón de la matriz, entonces el mecanismo de l1bcr.1c1ó11 ocurre principalmente por d1fus1ón. La 

l1berac1ón 1n1c1al del activo se atribuye a la l1berac1ón de la fracción de f,írmaco que es udsorbido o 

enlazado débilmente a lu superf1c1e de las nanoesferas Trabajando en condiciones "sink" se observa al 

principio una fase de liberación rápida seguida por una liberación rnás lentu debida a la difusión del 

activo a partir de la matriz [Soppimath y cols, 2001 J Además si se tiene un volumen del medio ele 

disolución grande se favorece una completa y r,ip1da liberación del fármaco contenido en las nanoesferas 

[Calvo y cols . 1 996] 

De acuerdo con los tcrmogramas obterndos pard lds nanoesfcras ele PLGA, PLA y CAP el triclosán se 

encuentra dtrap,ido rnolccularmcnte en la rnatriz pol1111é11ca, por lo que podemos hablar de que las 

nanoparüculas prcp,1r,1das son un sistema topo matriz Podemos afirmar que el proceso que controló la 

liberación fue un proceso de difusión, pues los tiempos manejados son muy cortos como para poder 

hablar de que la degradación de los polímeros influycru sobre la liberación 
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El ácido láctico es más hidrofóbico que el ácido glicólico por lo que los copolímeros de PLGA ricos 

en ácido láctico son menos hidrofílicos, absorben menos agua y por tanto se degradan más lentamente 

[Jain, 2000]. Considerando lo anterior se justifica el comportamiento observado para las nanoesferas 

de PLGA (Gráfico 5) con respecto a las de PLA (Gráfico 6), la liberación del triclosán a partir de 

nanoesferas de PLA es más lenta que a partir de nanoesferas de PLGA con el mismo contenido de. 

triclosán. 

Para determinar el probable mecanismo de liberación los datos obtenidos se trataron de acuerdo al 

modelo semi-empírico propuesto por Rigter y Peppas [Lowman y Peppas, 1999 y Peppas y cols., 

2000], de acuerdo a este modelo se graficó In (Mt / Ma) en función de In t, donde Mt es la 

cantidad liberada al tiempo t y Ma es la cantidad máxima liberada. De acuerdo a este modelo, la 

fracción liberada de una sustancia depende de una constante y de un exponente difusional "n" que 

indica el probable mecanismo físico de transporte y el tipo de liberación (Ver Cuadro 6). Si n = 0.5 

el mecanismo de transporte es difusión fickiana y el tipo de liberación es dependiente del tiempo. 

Cuadro 6. Mecanismo de transporte y tipo de liberación de acuerdo al valor de "n" en el modelo semi-empírico 
de Peppas. 

Valor de .. u Mecanismo de Transporte Tipo de Liberación n 

0.5 Difusión Fickiana Dependiente del tiempo 
f (t 1/2) 

0.5 <n< 1 Transporte No Fickiano (Anómalo) Dependiente del tiempo 
f (t " - l) 

1 Transporte Caso 11 Independiente del tiempo 
(orden cero) 

--

n >1 Transporte Super Caso 11 Dependiente del tiempo 
f (t " - l) 

~-

En los gráficos 8, 9 y 1 O se reportan los datos obtenidos de acuerdo al modelo de Peppas, en la 

tabla 6 se muestran los valores de "n" para los diferentes lotes de nanoesferas. Los gráficos se 

obtuvieron a partir de los datos incluidos en el anexo 4. 
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Gráfico 8. Modelo de Peppas aplicado a la liberación de triclosán a partir de nanoesferas de PLGA. -+
Lote 2 (1.23 % de Triclosán); -.- Lote 3 (4.76 % de Triclosán); -·•-Lote 4 (9.09 % de 

Triclosán) 7· Lote 5 (16 67 % de Triclosán); ··• Lote 6 (23.08 % de Triclosán) y Lote 7 
(33 33% de Triclosán) 
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Gráfico 9. Modelo de Peppas aplicado a la liberación de triclosán a partir de nanoesleras de PLA. -- Lote 
9 (1.23 % de Triclosán); -•-Lote 10 (4 76 % de Triclosán) y -k- Lote 11 (9.09 % de Triclosán). 
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Gráfico 1 O. Modelo de Peppas aplicado a la liberación de triclosán a partir de nanoesferas de CAP. -+
Lote 13 (1.23 % de Triclosán); -·•- Lote 14 (4 76 % de Triclosán) y -·.t.-- Lote 15 (9.09 % de 

Triclosán) 

Tabla 6. Coeficientes de determinación y valor de "n" de acuerdo al modelo de Peppas, el tiempo que se 

reporta es el intervalo en el que se obtiene la máxima linearidad para el cálculo de las constantes. 

Lote n r 2 t 
(min) 

2 0.3369 0.9955 10-50 
3 0.3131 0.9910 10-50 
4 0.2392 o 9970 5-30 
5 0.2849 o 9919 10-40 
6 o 1959 09979 10-40 
7 0.0374 0.9905 10-40 
9 0.4852 0.9946 5-60 

10 o 3791 o 9926 5-40 
11 0.2816 o 9951 5-60 
13 o 0301 09967 15-70 
14 0.0665 0.9908 5-50 
15 0.1884 0.9942 5-50 

SS 
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El menor valor propuesto por Peppas para el coeficiente difusional "n" es O. 5, los valores de "n" 

obtenidos para las liberaciones en estudio son menores a O 5 El lote que liberó más lentamente es el 

lote 9, el valor de "n" para este lote es el que m,ís se acerca a O. 5, las nanoesferas de ese lote son de 

PLA con menor cantidad de triclosán ( 1 2 3 %) . Cabe señalar que Peppas propone que sean 

considerados en su modelo los datos de la primera parte de las liberaciones, hasta el 60% de la 

cantidad total liberada, s111 embargo, se aplicó el modelo a las disoluciones en estudio en los intervalos 

señalados en la tabla 6, puesto que el óO'?é., de la liberación se alcanza en los primeros minutos para la 

mayoría de los lotes 

Se observa que para los lotes de nanoesferas de CAP con triclosán son los que liberan más rápido y 

son los de valores de "n" más pequeños; los lotes 1 3 y 1 4 de nanoesferas de CAP con triclosán 

liberan en los primeros minutos más del 60% de la carga total de fármaco. Las liberaciones son tan 

rápidas que no permiten tener el suficiente número de datos para aplicar adecuadamente el modelo 

semiempírico propuesto. Es muy p1obable que los sistemas liberan tan r,ip1do que es imposible tener un 

estado de mov1m1ento de la capa de deplec1ón y la salida del activo sólo depende de que se genere un 

gradiente de d1fus1ón 

El anál1s1s detallado del modelo de Peppas ha demostrado que "n" es O. 5 únicamente para sistemas 

planos y es diferente pard otras formas geométncas; por ejemplo, la liberación Fickiana de una sustancia 

a partir de una esfera se caracteriza por un valor de "n" O. 4 3 2 Es importante señalar que en los 

sistemas coloidales es dificil poder observar una fase l.1g en las liberaciones, debido a la rapidez del 

proceso de d1fus1ón en esos sistemas tan pequerios [Washington, 1 990 J 

Los datos obtenicfos de las l1berac1ones de los diferentes lotes fueron tratados de acuerdo al modelo 

propuesto por H1guch1 que estudia la l1berac1ón de f.Jrrnacos a partir de sistemas matriciales 

[Washington, 1 990 y Naras1mha11 y cols , 1 999] El modelo asume que al estar en contacto la matriz 

con el medio de d1soluc1ó11. éste es capaz de penetrar formando una capa de hidratación. Cuando sólo 

una cara de la matriz está cxpuesla al medio de d1soluc1ón, el grosor de la capa de hidratación aumenta 

de manera u111d11ccc1onal Sin crnb,ugo, la h1dralac1ón relativa disminuye al incrementarse la profundidad 

de la penetración del medio Si la velocidad de hidratación de la matriz es menor que la de la 

disolución del f,irmaco conter11do en la matriz, la liberación obedece el modelo de la raíz cuadrada de 
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Higuchi. La penetración del medio a la base favorece la difusión del fármaco hacia el seno del solvente, 

constituyéndose lo que Higuchi llama "zona de depleción". Esta zona de depleción aumenta conforme 

transcurre la difusión del fármaco de manera proporcional con respecto al tiempo estableciéndose un 

estado pseudoestable. 

El tratamiento de los datos de las disoluciones con el modelo de Higuchi se incluye en el anexo 4 y 

permitió obtener los gráficos 11, 1 2 y 1 3. En la tabla 7 se presentan los valores obtenidos para la 

constante de Higuchi (KH) y para los coeficentes de determinación de las rectas obtenidas por 

regresión lineal. Los intervalos de tiempo señalados en la tabla son los valores para los que se tuvo 

mayores coeficientes de determinación, es decir son los intervalos que se adaptan mejor a una línea 

recta. 

o 2 3 4 5 6 7 

t 112 

Gráfico 11 . Modelo de Higuchi aplicado a la liberación de triclosán a partir de nanoesferas de PLGA. -+
Lote 2 (1 23 % de Triclosán); -•- Lote 3 (4.76 % de Triclosán); -A- Lote 4 (9.09 % de 
Triclosán) - " Lote 5 ( 16 6 7 % de Triclosán); Lote 6 (23 .08 % de Triclosán) y Lote 7 
(33 33% de Triclosán). 
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Gráfico 12. Modelo de Higuchi aplicado a la liberación de triclosán a partir de nanoesferas de PLA. -+
Lote 9 (1.23 % de Triclosán); -.-- Lote 10 (4.76 % de Triclosán) y -.k- Lote 11 (9.09 % de 

Triclosán). 
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Gráfico 1 3. Modelo de Higuchi aplicado a la liberación de triclosfo a partir de nanoesferas de CAP. -

Lote 13 (1.23 % de Triclosán); -•-Lote 14 (4.76 % de Triclosán) y-•- Lote 15 (9.09 % de 

Triclosán) 

Tabla 7. Coeficientes de determinación y valor de "KH" de acuerdo al modelo de Higuchi, el tiempo que se 

reporta es el intervalo en el que se obtiene la máxima linearidad para el cálculo de las constantes. 

Lote KH r • t 
(min) 

2 1.0098 0.9924 5-50 
3 2.1061 0.9943 5-50 
4 1.9076 0.9959 5-30 
5 1.2242 0.9918 5-30 
6 0.7900 0.9966 5-40 
7 0.2120 0.9967 5-30 
9 2.3168 o 9935 5-60 

10 3.4003 0.9932 5-30 
11 3.3348 0.9913 5-40 
13 0.2036 0.9815 5-25 
14 0.8092 09906 5-40 
15 2.3743 0.9959 5-40 
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Los valores de los coeficientes de determ1nac1ón obtenidos después del análisis de regresión lineal por 

el modelo propuesto por H1guch1 son mayores a O. 99 para todos los lotes, lo anterior nos indica que 

este modelo pcrmirte describir la l1bcrac1ón de triclos,ín a partir de las nanoesferas obtenidas. Las 

nanoesferas preparadas son sistemas matriciales en los que el activo (triclos,ín) se encuentra disperso 

homogéneamente en toda la matriz, de manera que el f,írmaco que sale primero es el que se encuentra 

localizado en la parte más superficial de la matriz y posteriormente el que se encuentra en la región más 

interna. Además, dado que el grosor de la capa hidrodinámica de difusión se incrementa al aumentar el 

tiempo, el fármaco que se encuentra en la región más interna va a tardar un poco más en salir. 

Para dctermiric1r el tipo de c111ét1ca de liberación que siguen las l1bcrac1ones se analizaron los datos de 

acuerdo a una cinética de primer orden Los valores obtenidos para las constante de primer orden (K 1) 

se incluyen en la tabla 8 y los gráficos obtenidos para estas c1nét1cas son los gráficos 1 4, 1 5 y 1 6 

Con base en los resultados obtenidos del an,ílisis de los datos de las liberaciones se afirma que la 

cinética de l1berac1ón del tr1clos,ín a partir de las nanocsfcras sigue una cinética de primer orden 

únicamente en la primera parte de las liberaciones. Los datos empicados para los gráficos 8 a 16 y 

t,1blas 6 a 8 se presentan en el anexo 4 
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Gráfico 1 4. Cinéticd de Primer Orden aplicdda d la liberación de triclosán a pdrtir de ndnoesferas de PLGA 

-- Lote 2 (1.23 % de Triclosán); ·-•-· Lote 3 (4.76 % de Triclosán); -.i.- Lote 4 (9.09 % de 

Triclosán) <• Lote 5 (16.67 % de Triclosán); Lote 6 (23 08 % de Triclosán) y Lote 7 

(33 33% de Triclosán) 
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Gráfico 1 5. Cinética de Primer Orden aplicada a la liberación de triclosán a partir de nanoesferas de PLA. 

--+--Lote 9 (1.23 % de Triclosán); -•-Lote 10 (4.76 % de Triclosán) y -A- Lote 11 (9.09 % de 

Triclosán). 
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Gráfico 16. Cinética de Primer Orden aplicada a la liberación de triclosán a partir de nanoesferas de CAP. 

-- Lote 13 ( 1. 23 % de Triclosán); -•- Lote 14 ( 4. 7 6 % de Triclosán) y -k- Lote 15 (9.09 % de 

Triclosán). 

Tabla 8. Coeficientes de determinación y valor de "K," de acue1do a cinética de primer orden, el tiempo que se 

reporta es el intervalo en el que se obtiene la máxima linearidad para el cálculo de las constantes. 

Lote K1 r ' t 
(min) 

2 0.0306 o 9970 5-80 
3 0.0318 0.9927 5-30 
4 0.0431 0.9980 5-80 
5 0.0420 0.9920 5-70 
6 0.0414 0.9967 5-30 
7 o 0194 0.9979 5-40 
9 0.0293 0.9932 5-80 
10 0.0408 0.9914 5-60 
11 0.0227 0.9940 5-105 
13 0.0169 o 9933 10-60 
14 0.0483 0.9912 5-50 
15 0.0372 09928 5-80 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Como fue señalado con anterioridad existen estudios ex vivo de la penetración de nanopartículas en el 

tejido gingival de mandíbulas de cerdo. En tales investigaciones se evaluó la capacidad de penetración 

de las nanopartículas cargadas con un marcador fluorescente utilizando microscopía confocal láser. Las 

mandíbulas fueron bañadas con agua destilada y una suspensión de nanopartículas cargadas con rojo de 

nilo, alternando ciclos de cinco minutos; la velocidad de irrigación se mantuvo constante (200 

pl/min) Los tiempos de exposición fueron de 1, 2, 4 y 6 horas. En los cortes ópticos obtenidos para 

las muestras de 1 hora de exposición se apreció que la mayor parte de las nanopartículas se localizaban 

de O a 1 O pm por debajo de la superficie; en cortes de hasta 20 pm se detectaron nanopartículas, 

aunque en menor cantidad. Para las muestras de 2 horas de contacto se detectó fluorescencia hasta 2 8 

pm por deba10 de la superficie. Después de 6 horas de contacto las nanopartículas lograron penetrar 

hasta 40-45 pm por deba10 de la superficie del tejido [Ganem-Üuintanar, 1997a]. 

Es importante mencionar que, en este trabajo de tesis, se realizó un estudio preliminar, in vivo, en 

colaboración con cirujanos dentistas pasantes de la especialidad de parodoncia de la Escuela Militar de 

Graduados de Sanidad de la Secretaría de la Defensa Nacional. Para el estudio se utilizaron 

nanopartículas cargadas con triclosán y un colorante (Sudán 111); el material biológico empleado fueron 

tres perros raza crlOila. Las nanoparticulas fueron preparadas por el método de emulsificación-difusión 

utilizando como polímero PLGA, de acuerdo a lo indicado en la metodología de esta tesis. Antes de 

aplicar las nanopartículas en las mandíbulas de los perros criollos se indujo experimentalmente un cuadro 

de periodontitis entre el primer y segundo premolares como se aprecia en la figura 3 3 [Martínez y 

cols, 2002] 
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Figura 3 3. Fotografía de las lesiones periodontales provocadas entre el 2' y 3" premolares en perro criollo 
macho. 

Después de 2 meses de provocar los defectos periodontales en tres perros, se eligió el cuadrante 

derecho de sus hocicos como sitio control y el izquierdo como sitio experimental. En ambos cuadrantes 

se realizó raspado y alisado radicular y en el sitio experimental se colocó dentro de la bolsa periodontal 

una suspensión de nanoesferas liofilizadas dispersadas en agua inyectable, para la administración se 

empleó una jeringa con aguja hipodérmica. Transcurridos 8 días se observó que existía una mayor 

inflamación en los sitios experimentales que en los sitios control tal como se aprecia en la figura 34. 
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figura 34. Fotografía tomada después de 8 días de aplicación de las nanoparticulas de PLGA con triclosán y 

sudán 111. A) Sitio control (inflamación moderada), B) Sitio experimental (inflamación severa) 

Después de 8 días la inflamación de los sitios experimentales fue mucho más severa, como si los tejidos 

hubieran reaccionado a un cuerpo extraño. Lo anterior nos permite suponer que las nanopartículas 

lograron penetrar el epitelio y se originó algún tipo de interacción entre las nanopartículas y el tejido, o 

bien, penetración de las nanopartículas en estos tejidos; aunque no es posible afirmar si la respuesta 

inflamatoria se originó por el colorante cargado en las nanopartículas, por el polímero o por el triclosán. 

Ouince días después de la aplicación de las nanoesferas se observó una inflamación moderada, tanto en 

sitios control como en sitios experimentales, en la figura 3 5 puede apreciarse que la inflamación del sitio 

tratado es menor con respecto a la presentada en la figura 3 4 (B). 
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Figura 3 5. Fotografía tomada después de 1 5 días de aplicación de las nanopartículas de PLGA con triclosán y 
sudán 111 (Sitio experimental). 

Es importante recalcar que originalmente se había planeado realizar un análisis de cortes histológicos de 

los sitios tratados utdizando microscopía confocal láser por lo que se incorporó en las nanoesferas el 

colorante sudán 111 (marcador fluorescente); desafortunadamente no se llevó a cabo dicho análisis y no 

se pudo evaluar la penetración de las nanoesferas en estos tejidos. 

Podría considerarse que las nanopartículas administradas provocaron un daño en los tejidos 

periodontales de los perros utilizados en el estudio, s n embargo, considerando que después de 1 5 

días la inflamación era similar en los cuadrantes control y experimental puede pensarse que el efecto 

adverso es sólo transitorio. También puede suponerse que las nanopartículas lograron penetrar a través 

del epitelio sulcular y al ser reconocidas como una sustancia extraña al organismo se desencadenó una 

reacción inflamatoria mucho más severa que la originada por la simple inducción del cuadro de 

periodontitis en los perros. 

¡-------------
! '7'-1;'·:'7(1 .~_iA.li.T 
f ·'· : . ! 1. ~ ! ¡ : 
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Como se señaló dentro del marco teórico la preparación de nanopartículas por el método de 

emulsific<Jción difusión requiere eliminar gr<lndes volúmenes de agua, puesto que debe adicionarse agua 

durante la etap<l de difusión para lograr la formación de las nanopartículas Esta desventa¡a limita el 

escalamiento de la producción de las nanopartículas por este método, aunque generalmente se obtienen 

altos rendimientos y las tasas de encapsulamiento son elevadas. Por otro lado, el método de 

preparación de nanopartículas por desplazamiento de solvente es, probablemente, el método más 

sencillo para la preparación de nanopartículas pero está limitado al encapsulamiento de fármacos 

solubles en solventes polares y es d1fícrl encontrar un sistema polímero/fármaco/solvente/no solvente que 

permita alcanzar altas tasas de encapsulamiento y rcnd1m1entos aceptables. 

Considerando lo expuesto en el párrafo anterior se realizó un estudio que permitiera evaluarla influencia 

de los factores que afect<Jn el rendimiento del proceso de formación de nanoesferas de un polímero 

biodegradable (pol1-1:-caprolactona) por el método convencional de desplazamiento de solvente y se 

propuso un nuevo sistema de recirculac1ón que permitiera aumentar el rendimiento del proceso 

rndustrral 

Stainmesse y colaboradores ( 1 99 5) analizaron la formación de suspensiones coloidales de poli-1:-

caprolactona preparadas por el método convencional de desplazamiento de solvente; es decir por la 

precipitación del polímero en un medro incapaz de solub1l1zar al polímero La formación de nanoesferas 

por desplazamiento de solvente por la forma convencional se lleva a cabo utilizando concentraciones de 

polímeros muy b.1¡as ( ·. 1 5 '?o) pues cuando se aumenta la cantidad de polímero en la fase orgánica se 

formJn <1grcgacios y se tienen ba¡os rend1m1cntos 

El método de desplazamiento de solvente fue patentado por Fessi y colaboradores (1992) para 

obtener particulas esféricas tipo matriz de una talla menor a 500 nm y puede ser resumido en las 

s1gu1entes ctapds 

( 1 ) Preparacion de una fase líquida, con un solvente o mezcla de solventes orgánicos polares, capaz de 

disolver el polimcro y la sustancia activa Dicha fase puede contener surfactantes (por ejemplo, 

fosfat1dilcol1na) 
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(2) Preparación de una segunda fase líqu1dd incapaz de solubilizar al polímero y miscible con la fase 1. 

Puede contener un solo tipo de no-solvente o una mezcla de éstos; además de estabilizantes (por 

c¡cmµlo, pol1sorbatos o poloxameros) 

(3) Adición de la fase org,ínica ( 1) a la segunda fase (2) con agitación moderada, produciéndose una 

suspensión coloidal de nanopartículas del polímero. 

( 4) Finalmente, se remueve el no-solvente o la mezcla de no-solventes para obtener una solucción 

coloidal nJcis concentrada, o bien, se seca o se l1ofil1za el sistema para obtener un polvo seco. 

En el parn (3) l.1s nanopartículas son formadas pr.ict1carnente en forma 1nstant,ínea por la r,ípida 

d1fus1on del solvente polar d la fase acuosa que provocd c1ertd turbulenc1d La mutua r111sc1bil1ddd entre 

los solventes provoca una violenta propagación del solvente org,ín1co y pequcr1.:is got,1s son arrancadas 

de la interfase durdnte el proceso de d1fus1ón Dav1es y R1dedl ( 19b1) sugirieron que esa turbulencia 

es causada por regiones localizadas de ba¡a tensión superf1c1al donde la fase oleosa sufre pulsaciones 

err.ít1e.Js o 'lrcks", cada una de las cuales es r,íp1da111ente expulsada al exterior debido a un ,irrastre 

viscoso La cncrgi,1 nccesa11a p.ira estos 111ov11111cntos es sacud1d,1 proviene de la energid libre l1berdda 

cuando el solvente tiende ,11 estddo de cqurlrb110 El 111ecdn1s1110 111olccular de la turbulenc1d 1nterfac1al 

puede ser c,plrc.Jda por la cont1nud formac1on de remolinos de solvente en id 111terfase Entonces, un.J 

vez que el proceso ha comcnzddo, mov11111entos asooados con ids pulsdc1oncs camb1<rn la presión dentro 

del solvente, 1ncre111cntando Id prc;ión superf1c1dl o cl1sr111nuyendo Id tensión 1nterfac1al Así pues, s1 las 

gotus de sc1kc11tc for111,1das cont1u1e11 111oleculds ele polímero, ést,1s tienden a agregarse y formar 

n,111oparticul,1s debido a la continua difusión del solvente y a su exposición a un medio no solvente 

Estos fenómenos se representan en el esquema de la figura 3 6. 
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Figura 3 6. Representación esquemática de la formación de nanopartículas por un mecanismo de turbulencia 

interfacial. n = Presión superficial y y = Tensión interfacial [Modificado de D. Ouintanar-Guerrero y cols., 

1998a] 

En la primera parte el estudio se analizó la influencia de la concentración de la fase orgánica y la 

vcloc1ddd de dd1ción de la misma a la fase acuosa ( 1 2 5 mi) sobre el rendimiento del proceso y la talla 

de partícula de las nanoesferas obtenidas (ver figura 11 ) . Se trabajaron tres diferentes concentraciones 

de poli-1:-caproldctona (PCL) en acetona 2 5, 5 O y 7. 5 % p/v Las velocidades de inyección 

fueron 1 4 2, 2 5 O y 3 5 O ml/min El volumen de la fase orgánica se mantuvo constdnte para todos 

los lotes (20 mi) 

En la segunda parte del estudio se prepardron nanopartículds del mismo polímero util1zdndo el sistema 

de rcflu¡o que se esquematizó en la figura 1 2; se adicionaron 20 mi de una solución orgánica de PCL 
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en acetona a tres diferentes velocidades 1 4 2, 2 5 O y 3 5. O ml/min y el volumen de agua del sistema 

de reflujo ( 1 2 5 mi) se mantuvo recirculando a tres vcloc1dadcs 2 7 5, 5 5 y 8 3 ml/min. 

Todos los experimentos se llevaron a cabo por quintuplicado, se prepararon en total 1 80 lotes. Los 

resultados de las determinaciones de la talla de partfcula se presentan en la tabla 9. Las determinaciones 

de tamano de partícula se llevaron a cabo por triplicado utilizando un contador NanoSizer"') N4 Plus; 

sólo se muestran los promedios obtenidos de las tres determinaciones 

Tabla 9. Tal/a de partícula (nm) para nanopartículas obtenidas por el método de desplazamiento de solvente 

por la forma convencional y con sistcmd de reflujo propuesto 

CONCENTRACIÓN 2.5 % CONCENTRACIÓN 5.0 % CONCENTRACIÓN 7.5 % 

Velocidad Veloc1d.1d Recucul,1c1on MótocJo Velocidad Recirculación Mólodo Ve/ocid.1ll Recircul.1c1ón Mélodo 
Inyección 1rnllrmnJ Convencional (ml/rn1n) Convcncion.11 (llll/111111) Convencional 
(rnltrrnn) 27.5 1 55 o 83.0 27 5 1 55.0 BJ.O 27.5 55 o 83.0 
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En la tabla 1 O se presenta el rendimiento del proceso, expresado en porcenta1e, para los diferentes 

lotes preparados tanto por el método convencional como por el sistema de rcflu¡o. Los rendimientos 

fueron calculados considerando el peso de los agregados que se formaron durante el proceso y que 

fueron retenidos en el tamiz 
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Tabla 1 O. Rendimiento del proceso (%) de preparación de r1<inopartículas obtenidas por el método de 

despldlarniento de solvente por la forma convencional y con sistema de reflu10 

CONCENTRACIÓN 2.5 % CONCENTRACION 5.0 % CONCENTRACION 7.5 % 

Velocidad Velocidad R•~c1rcu1.1c1on Método Velocidad Rec1rculac1ó11 Múlodo Veloc1tJ.1d Recirculacion Mélodo 
Inyección (llllfmm¡ Co11ve11c1onal \llll/fllllll Co11venc1on.il (tnl/1111/l) Convm1c1onal 

fml/m1nl 27.5 55.0 8J o 27 5 55 o 1 BJ O 27 5 55.0 BJ O 

84 04 no JB DJ 76 BIJ 44 :.n4H 40 88 01 22 27 ]] 25 15 2fi f.J7 22 n 2] 27 
82 92 94 10 92 32 HG 70 32 70 30 fJO .. ,] !Hi 23 ou 24 f)S 32 HO 25 21 20 ~lG 

14.2 85 3G 93 44 94 46 Bti GB 34 41 J4 12 '" 1:1 ;.'i;:i:i 12 H4 21 4'.I ,'{l 7~1 ;:1 2B 
82 20 92 70 !ll ~J4 /Hi 2G 31 1)(1 47 (J(J r,o lh 27 Q~¡ 2H ~,] :?! 07 ~' 7 24 .. 11 
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Con los resultados presentados en las tablas 9 y 1 O se construyeron los gráficos 1 7 a 2 6. En los 

gráficos 1 7 y 1 8 se aprecia el efecto de la velocidad de inyección y de l,1 concentración de la fase 

orgánica sobre el rend11111ento del proceso y la t.1lla de partícula cuando se aplica el método 

convencional de desplazarrncnto de solvente 

En los gráficos 1 9 a 21 y 2 3 a 2 5 se representa el efecto que ejercen la velocidad de inyección y la 

velocidad de rcrnculac1ón sobre el rendimiento del proceso y la talla de las partículas obtenidas por el 

método ele clc1plaza1111cnto de solvente utilizando el sistema ele rdlu¡o propuesto. Se construyó un 

gráfico por cada concentración de la fase orgánica y en los gráficos 2 2 y 26 se reúnen los resultados 

obtenidos para las tres diferentes concentraciones Los puntos incluidos en los gráficos 1 7 a 26 son los 

promedios de l,1s cinco repeticiones para cada dispersión ele nanoesferas. 
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Gráfico 1 7. Efecto de la concentración y la velocidad de inyección sobre la talla de partícula de nanoesferas 

obtenidas por el método convencional de desplazamiento de solvente. 
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Gráfico 18. Efecto de la concentración y la velocidad de inyección sobre el rendimiento del proceso de 

obtención de nanoesferas por el método convencional de desplazamiento de solvente. 
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Gráfico 1 9, Efecto de la velocidad de inyección y velocidad de recirculación sobre el rendimiento del proceso 

de obtención de nanoesferas por el método de desplazamiento de solvente con el sistema de reflujo para la 

concentración de 2. 5 % p/v. 
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Gráfico 20. Efecto de la velocidad de inyección y velociddd de recirculación sobre el rendimi1:nto del proceso 

de obtención de nanoesferas por el método de desplazamiento de solvente con el sistema de reflujo para la 

concentración de 5.0 % p/v. 
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Gráfico 21 , Efecto de la velocidad de inyección y velocidad de recirculación sobre el rendimiento del proceso 

de obtención de nanoesferas por el método de desplazamiento de solvente con el sistema de reflujo para la 

concentración de 2. 5 % p/v. 
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Gráfico 2 2. Efecto de la velocidad de inyección y velocidad de recirculación sobre el rendimiento del proceso 
de obtención de nanoesferas por el método de desplazamiento de solvente con el sistema de reflujo para las 

concentraciones de 2. 5, 5 .O y 7. 5 % p/v. 
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Gráfico 2 3. Efecto de la velocidad de inyección y velocidad de recirculación sobre la talla de partícula de 

nanoesferas obtenidas por el método de desplazamiento de solvente con el sistema de reflujo para la 

concentración de 2. 5 % p/v. 
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Gráfico 2 4. Efecto de la velocidad de inyección y velocidad de recirculación sobre la talla de partícula de 

nanoesferas obtenidas por el método de desplazamiento de solvente con el sistema de reflujo para la 
concentración de 5.0 % p/v. 
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Gráfico 2 5. Efecto de la velocidad de inyección y velocidad de recirculación sobre la talla de partícula de 

nanoesferas obtenidas por el método de desplazamiento de solvente con el sistema de reflujo para la 

concentración de 7 .5 % p/v. 
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Gráfico 26. Efecto de la velocidad de inyección y velocidad de recirculación sobre la talla de partícula de 

nanoesferas obtenidas por el método de desplazamiento de solvente con el sistema de reflujo para las 

concentraciones de 2. 5, 5.0 y 7 .5 % p/v. 
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Por el método convcnc1onal de desplazamiento de solvente se obtuvieron nanoesferas de tamaños de 

160 a 3 20 nm aproximadamente. Para las nanoesfcras obtenidas con el sistema de recirculación se 

registraron tallas de 1 60 a 3 80 nm aproximadamente No se aprecia una diferencia notable en las 

tallas de partícula de las nanoesferas obtenidas por los dos métodos. 

En cambio, en los gráficos 18 y 23 al 26 se aprecia que d rendimiento del proceso se ve aumentado 

cuando se utiliza el sistema de recirculac1ón propuesto para las tres concentraciones empleadas. Por 

ejemplo, para l,1 concentra::ión de 7 5 % p/v se obtuvieron rendimientos de 2 2. O 7, 1 7. 8 y 1 4. 4 8 

96 para las velocidades de inyección 1 4 2, 2 5 O l 3 5 ml/min, respectivamente, y con el sistema de 

rcflu¡o se obtuvieron rendimientos de 27 42, 31.92 y 39.98 para las mismas velocidades de 

inyección y la velocidad de recirculac1ón m,ís b,1ja (2 7 5 ml/min) 

Como se sei1alo con anterioridad, las nanopartículas formadas por desplazamiento de solvente se forman 

prácticamente en forma instantánea por la "ip1da d1fus1ón del solvente polar hacia la fase acuosa cuando 

ambas fases entran en contacto El S1Stema de rcflu¡o permite cambiar constantemente el medio acuoso 

que entra en cont,1cto inicialmente con la fase org,ín1cu, lo que favorece el proceso de difusión y por 

tanto el rendimiento del proceso aumenta 

En los gr Micos 1 9 y 20 se aprecia con claridad que para las concentraciones de 2 5 y 5. O % p/v 

mc¡ora el rend11111ento del proceso cuando se aumenta la velocidad de recirculac1ón sistema Par,1 la 

concentrac16n de 7 5 e:¿, (Griif1co 21) el rendimiento puede considerarse constante, no se modifica al 

aumentar la velocidad de recirculación; s111 embargo, se aprecia que al aumentar la velocidad de 

inyección el rendimiento del proceso aumenta para tod,1s las velocidades de recirculación. 

Sta1nmesse \' colaboradores ( 1995) reportaron la formación de nanoesferas de poli-1:-caprolactona 

Lmicamente a concentraciones de polímero en aceton,1 menores al 1 5 e;¿, con rend1m1entos cercanos al 

1 OO'!o y tallas de partícula de 1 50 a 200 nm Los rcnd11111cntos obtenidos con el sistema de 

rernculac1ón para la concentración de 2 5 % p/v son bastante aceptables (8 3 3 5 a 96 03 %) 

Con l,1 finalidad ele conocer el efecto de las variables que 1nterv1encn en la obtcnc16n de nanocsferas 

con el sistema de rdlu¡o (concentrac1on, vcloc1d,1d de inyección y velocidad de rernculación) sobre el 

rend11111ento del proceso se llevó a cabo un an,il1s1s estadístico de varianza considerando un diseño en 

bloques completo 3x3x3 con 5 repeticiones. Se utilizó el programa SPSS Data Editor 1 O.O para 
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ambiente Windows Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 1 1 y 1 2 Las variables de 

respuesta fueron el rendimiento (%) y la talla (nm), los factores analizados fueron concentración, 

velocidad de inyección y velocidad de recirculac1ón; para cada factor se estudiaron tres niveles. Se 

determinó la probabilidad de la significancia de los factores y sus interacciones. 

Tabla 11 . Resumen del análisis de varianza para la variable de respuesta rendimiento del proceso. 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependen! Variable: RENO 

Type 111 Sum 
So urce of Sauares df Mean Sauare F Siq. 
Corrected Model 93887 564ª 26 3611.060 375.065 000 
lntercept 413759 533 1 413759.533 42975.354 000 
CONC 89310856 2 44655.428 4638.160 000 
INYEC 868 068 2 434.034 45 081 000 
RECIRC 842 049 2 421.025 43 730 .000 
CONC' INYEC 404 005 4 101.001 10.491 000 

CONC ' RECIRC 844 384 4 211 096 21 926 000 
INYEC ' RECIRC 528 779 4 132.195 13 730 .000 
CONC • INYEC ' RECIRC 1089 424 8 136 178 14.144 000 
Error 1039 806 108 9.628 

Total 508686 904 135 

Corrected Total 94927.370 134 

a. R Squared = .989 (Adjusted R Squared = .986) 
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Tabla 12. Resumen del análisis de va1ianza para la variable de respuesta talla de partícula. 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable: TALLA 

Type 111 Sum 
So urce of Squares df Mean Square F S1g. 
Corrected Model 489978.140ª 26 18845.313 57.447 .000 

lntercept 7982670.470 1 7982670.470 24333 859 000 

CONC 96633.138 2 48316.569 147 285 .000 

INYEC 91407 731 2 45703 865 139 321 000 

RECIRC 105634 393 2 52817 197 161 005 000 

CONC • INYEC 12284 265 4 3071 066 9 362 000 
CONC • RECIRC 49713 753 4 12428.438 37.886 .000 

INYEC • RECIRC 28107 802 4 7026.950 21.421 .000 

CONC • INYEC • RECIRC 106197 058 8 13274 632 40.466 .000 

Error 35429 170 108 328.048 

Total 8508077 780 135 

Corrected Total 525407 309 134 

a R Squared = .933 (Adjusted R Squared = .916) 

De las tablas anteriores se obtiene que todos los factores tienen un efecto estadísticamente significativo 

(sig < O O 5) sobre el rend11niento del proceso y la talla de partícula 

Para hacer una comparación entre los dos métodos empleados, convencional y con reflujo, se hizó un 

an,ílis1s de varianza. La variable respuesta fue el rendimiento del proceso y los factores analizados fueron 

velocidad de 1nyccc1ón y concentración (tres niveles cada factor) y método (dos niveles). Se 

consideraron la; cinco rcpct1c1oncs para cada combinación y la máxima velocidad de recirculac1ón para 

el método de rernculación Los resultados se presentan en la tabla 1 3 
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Tabla 1 3. Resumen del an,ílisis de vari,inza p.11<1 la variable de respuesta rendimiento, cornpar,1ción de los dos 

métodos 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependen! Variable· RENO 

Type 111 Sum 
Source of Squares df Mean Square F Siq. 
Corrected Model 79002.468ª 17 4647.204 1604.682 .000 
lntercept 253459.136 1 253459.136 87519.580 000 

CONC 73910.226 2 36955.113 12760.621 .000 

INYEC 569.418 2 284.709 98.310 .000 
METO DO 2420.929 1 2420.929 835 948 .000 

CONC • INYEC 505.859 4 126.465 43.668 .000 
CONC ' METODO 451.491 2 225.746 77.950 .000 

INYEC • METODO 18.487 2 9.243 3.192 .047 

CONC • INYEC • 
1126.059 4 281.515 97.207 .000 METODO 

Error 208.514 72 2.896 
Total 332670.119 90 
Corrected Total 79210 982 89 

a R Squared = .997 (Adjusted R Squared = .997) 

De la tabla 1 3 se obtiene que todos los factores tienen un efecto estadísticamente significativo sobre el 

rendimiento del proceso. Hay una diferencia estadística entre los dos métodos. La interacción entre los 

factores Velocidad de Inyección y Método es la que presenta menor influencia sobre la variable 

respuesta 
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6. COMCLUSIOHES. 

Durante el de1,11rollo de este trabajo de investigación se logró la obtención de nanoesferas 

b1odegradables utilizando la técnica de ermrlsificación-difusión, el principio activo encapsulado 

(triclosán) es un agente antibacteriano eficaz contra muchos de los microorganismos causantes de 

enfermedades pcriodontalcs La eficiencia de encapsulamiento fue superior al 70%. 

Mediante los estudios de calo11metría diferencial de barrido pudo determinarse que el triclosán se 

encontraba disperso molecularrnente en las mat11ccs pol1méricas cargadas con triclosán. 

El tamar1o de lds nanopartículas de PLGA tiende a aumentar conforme se incrementa la proporción de 

activo/polímero en las nanoesferas; además se encontró una disminución en la temperatura de transición 

vítrea del PLG/\, lo cual es un indicativo de que el triclosán está actuando como un plastificante no 

convencional 

Los estudios de liberación in •·itro se llevaron a cabo utilizando un sistema que permite el contacto 

directo entre el medio ele clrsolucrón y las nanocsferas analizadas. En general, la liberación del triclosán a 

partir de las nanoesferas ele PLGA, PLA y CAP fue muy rápida (7 5% en 40 minutos) y los datos 

obtenidos se dclaptan al modelo propuesto por Hrguchi 

Los resultados prcl111111k11es de los estudios realizados 111 vivo en perros criollos a los que se les 

administraron nanopart1culas ele PLGA con t11closán y sudán 111 demuestran que exrstió una respuesta 

inflamato11a en los tc¡idos tratados, sin embargo, no se puede determinar si la respuesta fue ocasionada 

por el colorantl, el polímero o el activo 

Con respecto a la preparación de nanoparticulas por el método de desplazamiento de solvente se logró 

diseñar un sistema de rcflu¡o que permite l,1 preparación de nanoesferas de PCL, los rend11rnentos del 

proceso propuesto son mucho mayores que los alcanzados por el método de obtención convencional, 

lo ante11or abre 1.i pos1brlid.id del escalamiento industrial ele las nanopartículas. 
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7. PERSPECTIVAS. 

P,ira continuar lm estudios realizados en este trabajo de tesis se propone la evaluación ex vivo de 

nanoparticulas utilrzando mandíbula de cerdo con el fin de determinar, mediante microscopía confocal 

láser, la capacidad de penetración de las nanoesferas cargadas con triclosán a través del epitelio sulcular. 

Así mismo se requiere continuar los estudios en perros para determinar las concentraciones del activo en 

el fluido crev1cular y determinar si la concentración alcanzada en ese fluido es efectiva contra 

m1croorganrsmm causantes de la gingiv1t1s y la periodontit1s 

Con respecto a la preparación de nanoparticulas por el método de desplazamiento de solventes se 

propone utilizar un sistema que utilice el mismo mecanismo de reflujo propuesto es este trabajo y que 

permita traba¡ar con mayores volúmenes, para comenzar el escalamiento de la producción de estos 

sistemas 

El d1se1io de formas farmacéuticas a partrr de entidades nanométricas permite un mayor control de la 

l1be1ac1ón de los p11nc1p1os activos. Este traba¡o pone de man1f1esto la importancia de la nanotecnología 

dentro del área farmacéutica y aporta una nueva linea de 1nvest1gación para el desarrollo de sistemas 

terapéuticos que permitan dirigir un principio activo directamente al sitio de acción, aumentando la 

efectividad de muchos tratamientos y dando mayores bencf1c1os al paciente. 
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ANEXO 1 

ANEXO 1. Espectros de absorción y coeficientes de absortividad (E). 

A) Triclosán en NaOH O. 1 N 

RPRCTROPllOT<>HRTRR 

p.=.,-----T-='-.--==----T='-.--;"-'=-~-i·'-;O.:::.o 

1 
) 

,,.. ... ----

------

~-[: 
o.uoo -0100 

C) Complejo de PVAL - H 3803 - 12 - KI 
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8) Triclosán en Brij® 5 8 al 2 % p/v 
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~·~•vma Amax E 
(nm) (ml/mg.cm) 

Tric/osán I NaOH 290 24 009827 

Triclosán I BriJ · 58 G 16.584848 

Compleio PV • .__ '.::40 
1 

47 086039 
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ANEXO 2 

A) Porcentajes de triclosán liberado de nunoesferas de PLGA considerando como 1 00% el triclosán 

cargado en las nanoesferas. Lote 2 (1.23 % de Triclosán); Lote 3 (4.76 % de Triclosán); Lote 4 

(9 09 % de Triclosán); Lote 5 (16.67 % de Triclosán); Lote 6 (23 08 % de Triclosán) y Lote 7 

(33.33% de Triclosán) 

t Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7 
lminl Prom. ± d.c. Prom. ± d.c. Prom. ± d.e. Prom. ± d.e. Prom. ± d.c. Prom. ± d.e. 

5 39 92 ± 1 56 48 95 ± 9.35 48.22 ± 11.65 46.75 ± 6.91 62.52 ± 4.89 72.01 ± 3 38 
10 45 11 ± 2 38 55.02 ± 5.58 57.32 ± 9.80 58.19 ± 3.02 66 78 ± 5.87 73 06 .l: 1 15 
15 50 58 ± 4 24 60 95 ± 5.97 61.91 ± 9 68 65.79 ± 6 03 72 65 i 7 21 74 30 ± 3 61 
20 56 04 ± 5 59 65.13 ± 7.03 66 47 i 4 37 73 11 ± 4 33 76 09 ± o 58 75 13 ± 2 57 
25 61.27 ± 6 10 71 30 ± 5 78 71 28 ± 1.40 76.79 ± 4 73 79. 76 í 1 84 75 96 i 3 16 
30 65 55 ± 5 27 75 36 ± 4 86 74 33 ± 2 08 80 71 ± 3 77 82 45 ± 2 53 76 58 i 1 05 
40 72 43 ± 3 59 83 16 ± 4 32 77 62 _¡ 4 37 85 92 ± 8 88 88 06 ± 7 37 77 82 ± 2 01 
50 75 78 ± 4 12 90.87 ± 5 92 79 78 ± 5 31 87 51 ± 1.84 89 31 t 4 22 79 47 ± 0.63 
60 78 63 ± 4 23 94.43 ± 6 35 82 06 t 3 21 91 68 ± 2 07 89 57 ± 1 26 79 69 .l: 2.62 
70 80 54 ± 1 49 95 96 i 4 28 83 08 t 8 07 93.26 ± 1 90 90 54 ± 3 35 79 27 ± 2.28 
80 82 44 ± 6 92 96 09 ± 2 06 83 84 i 1 45 94 83 ± 6 03 91 76 i 1 98 79 89 .l: 1.27 
90 83 40 ± 2 11 96 22 i 4 96 83 5~ _t 7 38 94 84 ± 2 24 90 80 ! 2 G7 80 30 _¡ 2 76 
105 83 87 ± 2 17 94 59 ± 3 67 84 22 i 1 26 95 88 l 6 76 Q3 71 j s 31 80 7'2 i 2 29 
120 8G 00 ± 4 05 9G 96 i 3 19 84 10 l ~) 05 94 84 l 6 70 ~JO 81 ! 3 79 80 93 i 1 52 
150 84 GO ± 4 99 95 47 J 7 35 H4 48 ! :i 84 94 32 ± 5 16 ~J3 47 ! 4 ~)9 81 34 .!: 2 08 
180 85 30 ± li 72 93 45 1 3 51 84 2:l ! 2 SG 96 13 ± 3 31 92 02 t 3 39 82 37 ± 1 27 
210 85 54 .!. 4 87 94 07 J 2 93 84 73 J 1 75 95 63 i 2 07 D2 01 ± 4 lil 81 35 .t 1.52 
240 86 48 ± 1 49 97 08 i 4 54 83 60 ± 4 18 95 36 i 3 56 Dl 28 ± 1 59 81 55 ± 2 75 
270 87 43 ± 1 79 95 97 ± 4 20 83 84 ± 6 94 93 02 ± o 57 91 04 i 3 78 83 61 ± 2.36 
300 85 55 .i 5 95 96 47 i 2 88 84 85 ± 2 G4 94.83 J 1 G7 91 28 et 3 08 83 82 ± 3 57 
330 87 43 ± 4 93 95 97 ± 3 39 85.11 ± 3 11 95.62 ± 2 51 90 79 ± 5 19 83.41 ± 2.13 
360 87 20 ± 247 96 09 ± 1.09 85 24 ± 1 58 95 88 ± 1 74 91 03 ± o 77 83.21 ± 1.25 
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ANEXO 2 

8) Porcentajes de triclosán liberado de nanoesferas de PLA considerando como 1 00% el triclosán 

cargado en las nanoesferas. Lote 9 (1.23 % de Triclosán); Lote 10 (4.76 % de Triclosán) y Lote 

11 (9 09 % de T riclosán) 

t Lote 9 Lote 10 Lote 11 
lminl Prom. ± d.e. Prom. ± d.e. Prom. ± d.e. 

5 25.96 ± 2.87 39.38 ± 1 64 35.27 ± 6.98 
10 34.11 ± 5.44 48.74 ± 7.34 43.04 ± 3.93 
15 41.46 ± 1 55 60.38 ± 6.90 47 23 ± 2 51 
20 48.94 ± 1.20 66 99 ± 5 02 52 42 ± 1.54 
25 53.90 ± 3 87 73 26 ± 2 19 57.23 ± 4.35 
30 58.98 ± 3 56 77 16 ± 2 93 59 52 ± 2.16 
40 72.62 ± 4 97 83 94 ± o 29 63 86 ± 4 16 
50 75.51 ± 5 20 86 77 ± 1 24 67 70 ± 5 23 
60 83.94 ± 6 37 89 04 ± 1 56 69 60 ± 3 79 
70 86.38 ± 4 47 90 56 ± 2 17 73 03 ± 3 68 
80 88 64 ± 6 39 90 78 ± 3 14 74 35 ± 5 78 
90 90 90 ± 2 28 92 71 ± 4 12 75 84 ± 2 19 
105 93.30 ± 3 47 92 40 ± 2 29 77 33 ± 2 69 
120 95.14 ± 4 51 94 33 ± 2 47 80 57 ± 3 90 
150 97 11 ± 5 45 95 31 ± 1 66 79 30 i 4 12 
180 95.86 ± 4 98 93 81 ± 2 37 81 17 ± 2 37 
210 96.69 ± o 14 94 88 ± 2 73 81 37 ± 2 58 
240 97 12 ± 1 32 95 10 ± 2 75 81 96 ± 1.54 
270 96.56 ± 1 71 94 78 ± 3 25 81 57 ± 3 33 
300 97.26 ± 1 38 94.99 ± 1 27 80 60 ± 4.05 
330 96.84 ± 1 69 95.10 ± 1 29 82 02 ± 2.72 
360 97.12 ± 1.87 94 99 ± o 87 81 89 ± 1.19 
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ANEXO 2 

C) Porcentajes de triclosán liberado de nanoesferas de CAP considerando como 1 00% el triclosán 

cargado en l,1s nanoesferas. Lote 1 3 ( 1. 2 3 % de Triclosán); Lote 1 4 ( 4. 7 6 % de Triclosán) y Lote 

1 5 (9 09 % de Triclosán). 

t Lote 13 Lote 14 Lote 15 
Cminl Prom. ± d.e. Prom. ± d.e. Prom. ± d.e. 

5 86.09 ± 4.89 82.49 ± 5.48 55.84 ± 4.46 
10 89.58 ± 2.78 86.40 ± 6.95 62.46 ± 5.37 
15 90.02 ± 3.47 87.90 ± 2.81 67.87 ± 2 64 
20 90.73 ± 3 23 89 73 ± 3 49 70.67 ± 3 35 
25 91.30 ± 2 93 91 79 ± 2 70 74 12 ± 2 57 
30 92.01 ± 2 62 93 17 ± 2 66 78.50 ± 1 82 
40 92 72 ± 1 82 95 00 ± 1 37 82 72 ± 2 78 
50 93.44 ± 1 66 95.58 ± 1 26 85 01 ± 3 34 
60 93.86 ± 2 27 95.81 ± 1 85 86 03 ± 2 71 
70 94.15 ± 1 84 96 27 ± 3 15 87 21 ± 3 89 
80 93.87 ± 1 14 96.16 ± 2 67 88.48 ± 2 65 
90 94. 72 ± 1 93 95 93 ± 2 55 89 91 ± 2 49 

105 95.57 ± 1 37 96 72 ± 3 94 90 25 ± 3 02 
120 95.15 ± 2 03 97 18 ± 2 03 90 51 ± 4 21 
150 95 01 ± 1 45 96 96 ± 1 78 89 17 ± 4 64 
180 95.85 ± 2 03 J7 18 ± 1 35 89 24 ± 4 53 
210 94.73 ± 1 81 97 41 ± o 94 89 91 ± 4 82 
240 95.57 ± 1 70 97 30 ± o 87 88 83 ± 3.87 
270 96 85 ± 1 38 96 96 ± 1 32 89 66 ± 2 37 
300 96.71 ± 2 47 97 07 ± 1 62 89 25 ± 1.81 
330 97.28 ± 2 05 96 84 ± 2 08 89.58 ± 2 48 
360 96.43 ± 1 23 97.18± 2.12 89.50 ± 1.23 
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ANEXO 3 

A) Porcentajes de triclosán liberado de nanoesferas de PLGA respecto al porcentaje de triclosán 

máximo liberado. Lote 2 ( 1 . 2 3 % de Triclosán); Lote 3 ( 4. 7 6 % de Triclosán); Lote 4 (9 .09 % 

de Triclosán); Lote 5 (16.67 % de Triclosán); Lote 6 (23.08 % de Triclosán) y Lote 7 

(33 33% de Triclosán). 

t Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7 
tmlnl Prom. ± d.e. Prom. ± d.e. Prom. ± d.e. Prom. ± d.e. Prom. + d.e. Prom. ± d.e. 

5 45.65 ± 1.78 50.42 ± 9.63 56.57 ± 13.67 48.62 ± 7.19 66.71 ± 5.22 85.90 ± 4.03 
10 51.60 ± 2.72 56.67 ± 5.75 67.25 ± 11.50 60.53 ± 3 14 71.27 ± 6.26 87. 15 ± 1.37 
15 57.85 ± 4.85 62.78 ± 6.15 72 63 ± 11 36 68 44 i 6 27 77 52 ± 7 69 88.63 ± 4 31 
20 64. 10 ± 6.39 67.09 ± 7.24 77 98 ± 5 13 76 05 ± 4 50 81 19 ± o 62 89.63 ± 3 07 
25 70.08 ± 6.98 73 45 ± 5 95 83 62 ± 1 64 79 88 i 4 92 85 11 ± 1 96 90 61 ± 3 77 
30 74 98 ± 6 03 77 62 l 5 01 87 20 ± 2 44 83 95 i 3 92 87 99 i 2 70 91 36 t 1 25 
40 82.84 ± 4 11 85 66 ± 4 45 91 OG ± 5 13 89 38 i 9 24 93 98 ± 7 86 92 83 ± 2 40 
50 86.67 ± 4 71 93.60 ± 6 10 93 60 ± 6 23 91 03 ± 1 91 95 31 ± 4 50 94 80 ± o 75 
60 89.93 ± 4.84 97 27 ± 6 54 96 27 l 3 77 95 36 ± 2 15 95 58 ± 1 34 95 06 ± 3.13 
70 92. 11 ± 1 70 98 84 ± 4 41 97 47 ± 9 47 97 01 i 1 98 96 62 ± 3 57 94 57 ± 2 72 
80 94 29 ± 7 91 98 98 ± 2 12 98 36 i 1 70 98 64 ± 6 27 97 92 ± 2 11 95 31 ± 1 52 
90 95 38 i 2 41 99 11 i 5 11 98 07 i 8 66 98 65 i 2 33 96 89 i 2 85 05 80 ± 3 29 
105 95 93 ± 2 48 97 43 t 3 78 [J8 81 ; 1 48 99 73 t 7 03 100 00 i ~) 67 96 30 t 2 73 
120 98 36 ± 4 63 99 87 t 3 29 ~'8 GG i 5 92 98 66 i G ~)7 ~ll) ~JU J 4 ll4 ~J() 54 .t 1 81 
150 96 76 ± 5 71 98 34 l 7 S? \!'! 1 1 ! 4 51 98 11 ; 5 37 ,19 74 i s J2 97 04 l 2 48 
180 97 56 ± 7 69 96 26 i 3 62 [18 81 t 3 36 100 00 ; 3 44 [18 20 i 3 62 98 27 ± 1 52 
210 91 83 ± 5 57 9G 89 ± 3 02 [19 40 ± 2 05 99 47 ! 2 15 [18 19 l 4 92 97 05 ± 1.81 
240 98 91 ± 1 70 100 00 i 4 68 98 08 i 4 90 99 20 ± 3 70 97 41 ± 1 70 97 28 ± 3.28 
270 100 00 ± 2 05 98 86 ± 4 33 98.36 ± 8 14 96.76 ± o 59 97 15 i 4 03 99 74 ± 2.82 
300 97 85 ± 6 81 99 37 ± 2 97 99 55 ±. 3 10 98 64 ± 1 74 97 41 i 3 29 100.00 ± 4.26 
330 99.99 ± 5 64 98.85 ± 3.49 99 85 ± 3 65 99 46 ± 2 61 96 89 ± 5.54 99.51 ± 2.54 
360 99 74 ± 2 82 98.98 ± 1 12 100 00 ± 1 85 99 74 ± 1 81 97 14 ± o 82 99.26 ± 1.49 
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ANEXO 3 

B) Porcentajes de triclosán liberado de nanoesferas de PLA respecto al porcentaje de triclosán máximo 

liberado. Lote 9 ( 1. 2 3 % de Triclosán); Lote 1 O ( 4 7 6 % de Triclosán) y Lote 11 (9 09 % de 

Triclosán) 

t Lote 9 Lote 10 Lote 11 
lminl Prom. ± d.e. Prom. ± d.e. Prom. ± d.e. 

5 26.69 ± 2.95 41.32 ± 1.72 43.01 ± 8.51 

10 35.07 ± 5.59 51 13 ± 7.70 52.48 ± 4.79 
15 42.63 ± 1.59 63.35 ± 7.24 57.58 ± 3.06 

20 50.32 ± 1 23 70.29 ± 5 27 63.91 ± 1.88 

25 5541 ± 3 98 76.86 ± 2 30 69.78 ± 5.30 

30 60 64 ± 3 66 80 95 ± 3 07 72 57 ± 2 63 

40 74.66 ± 5 11 88 07 ± o 30 77 87 ± 5 07 

50 77.63 ± 5 35 91 04 ± 1 30 82 55 ± 6.38 

60 86 31 ± 6 55 93 42 ± 1 64 84 86 ± 4 62 

70 88.81 ± 4 60 95 01 ± 2 28 89 05 ± 4 49 

80 91 14 ± 6 57 95 25 ± 3 29 90 65 ± 7.05 
90 93 46 ± 2 34 97 28 ± 4 32 92 47 ± 2 67 

105 95 93 ± 3 57 96 95 ± 2 40 94 29 ± 3 28 
120 97 82 ± 4 64 98 97 ± 2 59 98 24 ! 4 76 

150 99.85 ± 5 60 100 00 ! 1 74 96 69 ± 5 02 

180 98 56 ± 5 12 98 43 ! 2 49 98 97 ± 2 89 
210 99.42 ± o 14 99 55 ± 2 86 99 22 ± 315 
240 99.86 ± 1 36 99 18 ± 2 89 99 93 ± 1.88 
270 99.28 ! 1 76 99 4<1 ± 3 41 99.46 ± 4.06 

300 100 00 ± 1 42 99 67 ± 1 33 98 27 ± 4 94 

330 99.57 ± 1 74 99.78 ± 1 35 100.00 ± 3.32 
360 99.86 ± 1 92 99 67 ± 0.91 99.85 ± 1 45 
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ANEXO 3 

C) Porcentajes de triclosán liberado de nanoesferas de CAP respecto al porcentaje de triclosán 

cargado. Lote 1 3 ( 1 . 2 3 % de Triclosán); Lote 1 4 ( 4. 7 6 % de Triclosán) y Lote 1 5 (9 .09 % de 

Triclosán). 

t Lote 13 Lote 14 Lote 15 
(minl Prom. ± d.e. Prom. ± d.e. Prom. ± d.e. 

5 88.50 ± 5.03 84.68 ± 5 63 61.70 ± 4.93 

10 92.09 ± 2.86 88.70 ± 7 13 69.02 ± 5.93 

15 92.54 ± 3.57 90.24 ± 2 88 74.99 ± 2.92 

20 93.27 ± 3 32 92 12 ± 3 58 78 08 ± 3 70 

25 93.86 ± 3.01 94 23 ± 2 77 81 90 ± 2 84 

30 94.59 ± 2.69 95 65 ± 2 73 86 74 ± 2 01 

40 95.32 ± 1 87 97 52 ± 1 41 91 40 ± 3 07 

50 96.05 ± 1 71 98.12 ± 1 29 93 93 ± 3 69 

60 96.49 ± 2 33 98 36 ± 1 90 95 06 ± 2 99 

70 96.79 ± 1 89 98 82 ± 3 23 96 36 ± 4 30 

80 96.50 ± 1 17 98 71 ± 2 74 97 76 ± 2 93 

90 97.37 ± 1.98 J8 48 ± 2 62 99 34 ± 2.75 

105 98.24 ± 1 41 99 29 ± 4 04 99 72 ± 3 34 

120 97.81 ± 2.09 99 76 .!. 2 08 100 00 ± 4 65 

150 97 67 ± 1 49 99 53 .!: 1 83 98 52 ± 5 13 

180 98 54 ± 2 09 ~19 71' :+ 1 39 98 60 ± 5 01 

210 97 38 ± 1 86 100 DO ·' o 96 99 34 ± 5 33 

240 98.24 ± 1 75 99 88 ± o 89 98 15 ± 4 28 

270 99 56 ± 1 42 99 53 ± 1 36 99 06 ± 2 62 

300 99.42 ± 2 54 99 65 ± 1 66 98 61 ± 2.00 

330 100.00 ± 2 11 99 42 ± 2 14 98 97 ± 2 74 
360 99.13± 1.26 99 76 ± 2 18 98 88 ± 1 36 
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ANEXO 4 

A) Resultados de la liberación de Triclosán en nanoesferas de PLGA. Lote 2 ( 1 23 % de triclosán). 

t t11l In t Mt MUM<t'100 Mt/M<t In Mt/M<t 1-R In (1·R) 

(mln) (rng) 

5 2 2361 1 6094 5 0950 45 65 O 45G5 .o 7841 o 5435 -O 6098 

10 3 1623 2 3026 5 7587 51 50 o 5160 -O 6617 o 4840 -O 7256 

15 3 8730 2 7081 G 45G1 57 85 o 5785 o 5474 o 4215 o 8639 

20 4 4721 2 9957 7 1537 64 10 O G410 o 4448 o 3590 -1 0243 

25 5 ºººº 3 2189 7 8211 70 08 o 7008 () 3556 o 2992 -1 2055 

30 5 4772 3 4012 8 3578 74 98 o 7498 o 2880 o 2502 · 1 3853 

40 6 3246 3 6889 9 2453 82 84 o 8284 ·O 1883 o 171fi 1 7625 

50 7 0711 3 9120 9 6727 86 67 O 8Gb7 () 1431 o 1333 2 0150 

60 7 7460 4 0943 10 0370 89 93 o 8~~)3 o 1061 o 1007 ¿ 2958 

70 8 3666 4 2485 10 2804 92 11 o 9211 O Ofl;!2 O 07B'• / '.i]9U 

80 8 9443 4 3820 10 5230 94 29 o 9429 O 0'.1H8 o 0571 2 8GD 

90 9 4868 4 4998 106451 95 3R O 9'.13B () 0473 o 0462 -3 0748 

105 10 24 70 4 6540 10 7061 95 93 o 9593 o 0416 o 0407 :l 2008 

120 10 9545 4 7875 10 9778 98 :)6 O 9A36 O 01G:1 o 0164 4 1113 

150 12 24 7 4 5 0106 10 7986 96 76 o 9676 o 0330 o 0324 3 4281 

180 13 4164 5 1930 1 o 8879 97 5G O 97!1G o 0247 o 0244 3 7115 

210 1.1 4914 5 3471 10 9186 97 83 o 9783 o 0219 o 0217 3 8308 

240 15 4919 5 4806 11 0394 98 91 o 9891 -O 0109 o 0109 ·1 5218 

270 1ti 4317 5 5~84 11 1607 100 00 
1 ºººº o 0000 oºººº 

300 17 3205 !) 7038 1 o ~1202 97 85 O ~){H'.1 o 0218 o 0215 -3 8376 

330 18 1659 5 7991 11 IGOO qg 99 o 0~l~J9 o Olllll o 0001 9 6564 

360 189737 5 8861 11 1313 99 74 o ~)~J74 O 002G O 002G -5 9383 

8) Resultados de la l1bcrac1ón de T11closán en nanoesferas de PLGA Lote 3 ( 4 7 6 % de triclos,ín) 

l tl/1 In l Mt MUMo"100 MUMci In Mt/M" 1·R In (1·R) 

(rnin) (rng) 

5 2 2361 1 6094 11 7577 50 42 o 5042 -O 6848 o 4958 o 7016 

10 3 1623 2 3026 13 2151 56 57 o 5667 -O 5679 o 4333 o 8363 

15 3 8730 2 7081 14 6408 62 78 o 6278 -O 4655 o 3722 -O 9884 

20 4 4721 2 9957 15 6442 67 09 o 6709 -O 3992 o 3291 1 1113 

25 
5 ºººº 3 2189 17 1275 73 45 o 7345 -O 3086 o 2655 1 3260 

30 5 4772 3 4012 18 1011 77 52 o 7762 .() 2:,33 o ;'238 1 4971 

40 6 3246 3 b!l89 19 9761 85 GG O H51:iG o 1 ~)47 o 1434 1 9423 

50 -: 0711 3 91:!0 21 8:ZG4 93 60 o~]()() ll ll"ü2 Ofl<All ¿ -7485 

1)0 7 -;.11.)U 4 0:1.1J :'.2()R17 '.17 '27 o q/:_il () (l;' 77 o 11n:1 '\ r-,qq1 

'º Í:'> J!Jf.1b 4 ~485 ¿] 048li 98 84 O ~IHH4 o() 117 O 011G 4 4555 

80 8 ~l443 4 3820 23 0809 98 ~tH O ~lHHH () UltH lJ ()1lJ2 4 ~i82H 

90 ~· 48GH 4 4~19B [j 111 J m111 {) ~¡~¡ 1 1 ll ()()~10 O UllfEJ 4 /188 

105 1() 2470 4 tj540 ~2 71 ~1:, 'Jl 43 ') ~ ¡ ¡ ·1 .1 () ()~~b 1 o 0:! 111' 3 GGOJ 

120 1•.1 (_l'j45 4 7875 "3 29110 ~)9 81. () ~J ~ j ti ¡ .{) Oll 1J O Olll:l !) G754 

150 1::? :?·174 5 0106 22 9316 'l8 34 (J ~!HJ4 O OIGH o oa;G 4 09üt3 

180 1141G4 :i 1~1:w 22 44 71 96 2G () ~Jl)21j o 0381 () ()]74 J 2859 

210 14 ·1~114 [i 347 1 22 !)949 9G HD O ~JfiB~J o llllG () 0311 J 4716 

240 1 :1 4~) 1 !! [1 48llfi 23 31 ~M 100 [)() 1 [)()()[) 1l [)[)[)() O üOOCI 

270 1•1 ·U17 !"1 5984 23 05:!4 98 8li O 98Hu o o 115 o 0114 4 4G98 

300 F 3205 5 7038 23 1714 99 ]/ O 9UJ7 O OlHi4 () 00133 :, 0597 

330 18 IG59 5 7991 23 0515 98 85 () 988!.í o 0116 o 0115 4 4665 

3GO 18 9737 5 8861 23 0809 98 98 o 9898 -O 0103 [) 0102 4 5828 
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ANEXO 4 

C) Resultados de la liberación de Triclos,in en nanoesfer.is de PLGA Lote •I (9 09 '1ó de 111clos,in) . 

1 • 111 In t MI MUMu'100 Mt/M11 In MI/Mu 1·R In (1·R) 
(rnln) (rng) 

5 2 2361 1 6094 11 5467 56 :)7 O 5G:} 7 O 5G~l7 o 4343 ·O 8340 
10 3 1623 2 3026 13 7263 G7 25 O G725 O J9G8 o 3275 -1 1162 
15 3 8730 2 7081 14 8247 72 63 IJ 72fo'.J O '.J19H () 2737 · I 295G 
20 4 4721 2 9957 1:, 91GG 77 98 O 779A O ;'4H8 o 2202 1 5131 
25 5 0000 3 2189 17 06AH B3 ¡¡z o 83fj2 o 17H9 O 1G3H 1 8092 
30 5 4772 3 4012 17 7993 tri 20 IJ 8720 .[) 1:170 o 1280 2 0558 
40 6 3246 3 GH89 18 587:1 91 06 O 910G .o ()9][) O OB94 2 4149 
50 7 0711 ~.¡ 9120 1U 1048 ~O GO {) 93()() () llfif)2 O 0CJ40 ·2 7483 
60 7 7460 4 on43 t!J G50:i DGU o 9627 IJ 03HO () 0373 .3 2888 
70 8 3G66 4 2485 l~l 89!30 97 47 o 974 7 {} 0:1~17 () 02f;J ·1 [)760 
80 8 9443 4 J820 ;>() 0773 ~lB 3G o qg]t) () n11;r) o 01fi·1 4 1111 
90 9 •1868 4 4998 :worn1 q3 O? o qfl,()7 ll o ltJ~J () () \~!] J ~l4H 1 
105 10 2470 4 6540 LO 168!> 9B 81 O ~JB81 () 01/0 0011'1 ·1 4293 
120 10 954!> 4 7B7!> 20 1393 ~m Gí) (l qB()I) O fl 1 :M o l)i:j.l ·1 3158 
150 12 24 7 4 5 0106 LO 22% q~¡ 11 lJ ~¡<¡ 1 1 U 00'10 O lHl89 4 7180 
180 13 4164 5 1930 

1 

20 1698 ~18 81 O 9HH 1 ()u 1 l~l [) 0119 4 4345 
210 14 4914 ~ 3471 20 2900 ~¡~¡ 40 () ~)~!<1() () ()[)(,(/ o OQtjO ~i 1209 
240 15 4919 ~) 480G 20o194 ~18 08 U 9HOB o 0194 o 0192 ] 9514 
270 16 4317 5 5984 20 0781 98 36 o 9836 .l) 01l)5 o 0164 A 1133 
300 17 3205 5 7038 20 3196 99 !:"·5 o 9955 o 0045 o 0045 -5 3991 
330 18 1659 5 7991 20 3814 99 85 o 9985 o 0015 o 0015 -6 5053 
360 18 9737 5 8861 20 4119 100 00 1 0000 o 0000 o 0000 

D) Resultados de la l1bcr.ición de Triclos.in en nanoesfe1as de PLGA Lote 5 ( 1 6 6 7 % de triclos,in) 

1 t"2 In 1 MI MLJM,•100 Mt/M" In MI/Mu 1-R In (1-R) 
(mln) (rng) 

5 2 2361 1 6094 5 4266 48 62 o 4862 -O 7210 o 5138 -O 6660 
10 3 1623 2 3026 G 7556 GO 53 o 6053 ·O 5020 o 3947 -O 9297 
15 3 8730 2 7081 7 6378 G8 44 o ()844 ·O 3792 o 3156 -1 1532 
20 4 4721 2 9957 8 4873 7G 05 o 7(){)[¡ u 2738 o 2395 -1 4292 
25 5 0000 J 2189 8 9144 79 BR o 7\188 o 2247 o 2012 -1 6033 
30 5 4772 3 4012 9 3692 83 ~15 O fU95 .() 1749 o 1605 1 8296 
40 6 3246 3 6889 9 ~174~) 89 3H o 8938 .() 1123 o 1062 -2 2424 
50 7 0711 3 9120 10 15~M \11 O:l u 9103 [) [)~140 o 0897 ·2 4116 
60 7 7460 4 0943 10 G429 95 ]fj O 9'.iJG O (M75 o 0464 .J 0715 
70 8 3ti6G 4 2485 10 8267 ~,,. n 1 () ~l701 () tUtl:l o 0299 -3 5104 
80 8 9443 4 3820 11 0087 98 G·1 o 9864 o 0137 o 0136 4 2994 
90 9 4868 4 4~J98 11 ot/[18 ne b'.1 O ~i8G5 OOl:lfi o 0135 4 30G7 
105 10 2470 4 G'.l40 11 lJ(J.1 ~¡~) -;: ~ u <_1~¡73 o 00/7 [) 0027 ~) 9248 
120 10 9~4~) 4 7B~·~1 1 11 l) 105 r¡H h(1 () CJBI){) () u t:\~1 o 0134 4 3115 
150 12 2474 f, 010b 

1 
1lJ ~l4~JS ~JK 11 ú CJH11 () l} 1 ~ j 1 ()o 18~1 .:\ ~JG96 

180 13 4104 fi 1 ~l.lO 11 lfiO:! ltl[l()O 1 01100 o (){100 t) 0000 
210 14 4914 f1 J4i'1 11 1011 t¡q 4·/ () CJ~J4 7 o ( )() ~) :s () 005:3 .[, 2414 

240 l!l 4D19 !i 4HOG 11 07()(} lJ~J ¿o 11 !1q;o (){JOB 1 ti 001\0 4 8251 
270 1G 4J 17 ~1 5~1fM , o ·,·~J!l 1 !Jt.i 7G O!Jfj/fJ {) ((Q!I o [JJ24 ] 4310 
300 17 3205 r.1 7038 11 0085 fJ8 G4 o ~.Hlfi4 t) 01:!7 U 01JG 4 2983 
J30 18 1659 !"> 7D~11 11 1002 ~¡9 4G u ~)~146 o 0054 o 0054 :1 2261 
3GO 18 9737 :> mm1 11 1309 99 74 o 9974 -O 0026 o 0026 -5 9431 

1 31 



ANEXO 4 

E) Resultados de la liberación de Tr1closán en nanoesferns de PLGA. Lote 6 (2 3 08 % de lriclos,ín) 

t t112 In 1 MI MUMu·100 MI/Mu In Ml/M" 1-R In (1·R) 
(min) (mg) 

5 2.2361 1.6094 7 7480 66 71 o 6671 ·O 4048 o 3329 ·1 1000 
10 3.1623 2 3026 8 2769 71 27 o 7127 o 3388 o 2873 1 2471 
15 3 8730 2 7081 9 0036 77 52 o 7752 .o 2546 o 2248 ·1 4927 
20 4 4721 2 9957 9 4300 81 19 O Bl 19 o 2083 o 1881 1 G710 
25 5 0000 3 2189 9 8848 85 11 O BS11 ·O 1612 o 1489 1 9045 
30 5 4772 3 4012 10 2192 87 99 o 8799 ·O 1280 o 1201 ·2 1193 
40 6 3246 3 6889 10 9146 93 98 O 93!JH ·O 0621 o 0602 ·2 8095 
50 7 0711 3 9120 11 OG95 95 31 o 9531 ·O 0480 o 0460 :J 0598 
60 7 7460 4 0943 11 1006 95 58 () 9558 -O 045L o 0442 3 1185 
70 8 3666 4 2485 11 2214 9f) 62 O 96G2 o 0344 o 0338 :1 38GG 
80 8 9.143 4 3820 11 3728 ~17 92 o 9"702 o 0210 o 0208 J 8736 
90 9 4868 4 4998 11 2!"131 ~lG 89 O 9GB0 () O:Jl(j o 0311 :1 4710 
105 102470 4 6540 11 6142 100 00 1 0000 o 0000 o 0000 
120 10 9545 4 7875 11 2546 CJG 90 o ~l()qQ () 0315 o 0310 ] 4750 
150 12 24 7 4 5 0101J 11 5841 0q 74 O c¡974 () 0026 O U02G '.l 0543 
180 13 4164 5 EJ30 11 4052 ~l8 20 () 9820 ll 0182 o o 181) .4 0174 
210 14 4914 5 3471 11 4041 ~JH 1D O 98HI () 0183 o 0181 .¡ 0123 
240 15 4919 5 4806 11 3136 ~17 41 o ~l741 ·O 0262 o 0259 -J 6543 
270 16 4317 5 5984 11 2829 97 15 o 9715 ·O 028D o 0285 -3 5571 
300 17 3205 5 7038 11 3129 97 41 o 9741 D 02G3 o 0259 .3 6519 
330 18 1G59 5 7991 11 2528 %89 o 9689 .() 0316 o 0311 3 4700 
360 189737 5 88G1 11 2826 97 14 o 9714 ·O 0290 o 0286 .3 5560 

F) Resultados de Id l1bc1aoo11 de Tnclos.in en 11a11oesfc1d< de PLGA Lote 7 ( 3 3 3 3 '?o de tnclos,in) 

1 tl/2 In 1 MI MUM11·100 MI/Mu In MUM11 1-R In (1-R) 
(mln) (mg) 

5 2 2361 1 6094 10 5518 85 90 o 8590 ·O 1520 o 1410 -1 9592 
10 3 1623 2 3026 10 7056 87 15 o 8715 -O 1375 o 1285 -2 0522 
15 3 8730 2 7081 1 o 8874 88 63 o 8863 ·O 1206 o 1137 ·2 1746 
20 4 4721 2 9957 11 0090 89 63 o 8963 .Q 1095 o 1037 ·2 2658 
25 5 0000 3 2189 11 1304 90 lit O 9UG 1 o 0986 o 0939 ·2 3659 
30 5 4772 3 4012 11 2215 91 36 o 9136 ·O 0904 u 0864 ·2 4482 
40 6 3246 3 6889 11 4030 92 83 o 928:l .() 0744 o 0717 ·2 6356 
50 7 0711 3 9120 11 6452 ~l4 HO lJ ~l4HO o 0534 o 0520 2 9574 
liO 7 7460 4 0943 11 ü7tJD ~Vi {)(j o 0~¡(){) () 0~)06 o 0494 :i 0082 
70 8 :lu6li 4 ¿ .. rns 11 ()l!)i q4 5! (J ~!4~J -; U U~15H o 0543 ! 9137 
80 8 9443 4 JH;'O 11 7W)f1 ~Jf J :' 1 () ~1:)~~ l (l 0481 o 0469 3 0589 
90 9 4868 4 4~10fi 11 7tJ7; ~!~) 80 !J ~ViélO ti 0429 o 0420 .3 1704 
105 1o2470 4 G~40 11 H2HJ ~lfi JU O qf)]O () 0378 o 0370 3 2955 
120 10 9545 4 7875 11 B588 ~JG 54 O 9G54 o 0352 o 0346 3 3649 
150 122474 5 0106 11 9103 97 04 o 9704 () 0301 [) 0296 .J 5186 
180 13 4164 ~ 1930 12 0704 98 ')7 () 982i' o 0175 o 0173 4 0548 
210 14 4914 5 3471 11 g20G 97 05 O 97US ·U 0300 o 0295 -3 5221 
240 15 4919 :1 4H{)f) 11 94~18 !)7 28 o 9728 -O 0275 () 0272 :i 6062 
270 1G 4317 5 ~·¡~/84 1¿ 2~>15 \J:J 74 () ~¡974 O OIW> o 0026 -~ D!.i31 
:100 17 3~'íl'.i :1 7038 12 2834 l()[J()(J 1 0000 (l 0000 o 0000 
3:10 18 1fi ~J~l :. 7~¡~¡ t 1 ¿ 22JJ qu :i1 o 9~1~) 1 o Oll4U ll 0049 .5 3207 
'.lGO t 8 97 J? 5 88Gt 12 1928 U!:.12fi om12li () 0074 o 0074 .4 9099 

r 
1 .. , 
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ANEXO 4 

G) Resultados de la liberación de Triclosán en nanoesferas de PLA Lote 9 ( 1. 2 3 % de tridosán). 

t t112 In t Mt MUMu•100 MUM(/ In MUMu 1·R 

(rnin) (mg) 

5 2 2361 1 6094 5 5774 26 69 o 2669 -1 3209 o 7331 

10 3 1623 2 3026 7 3293 35 07 o 3507 ·1 0477 o 6493 

15 3 8730 2 7081 8 9075 42 63 o 4263 ·O 8527 o 5737 

20 4 4721 2 9957 10 5148 50 32 o 5032 ·O 6868 o 4968 

25 5 0000 3 2189 11 5796 55 41 o 5fi41 -O :1U03 o 4459 

30 5 4772 3 4012 12 6713 60 64 O 60G4 -O 5002 o 3936 

40 6 3246 3 6889 15 6022 74 66 o 7466 ·O 2922 o 2534 

50 7 0711 3 9120 16 2228 77 63 o 7763 o 2532 o 2237 

60 7 7460 4 0943 18 0354 86 ~1 o 8631 -O 1472 o 1369 

70 8 3666 4 2485 18 5588 88 81 o 8881 ·O 1186 o 1119 

80 8 9443 4 3820 190443 91 14 o 9114 om12s o 0886 

90 9 4868 4 4998 E) ~'29G 93 46 () 9346 O OG77 u 0654 

105 10 2470 4 G540 20 0·+50 95 U3 o 959J O 04 lG o 0407 

120 10 9545 4 787!1 20 4400 97 82 O 97B2 () 0221 () 0218 

150 12 24 74 5 Olüt:i 20 864:) 99 8~1 O 9U8!""i o 001:, () 0015 

180 13 4164 5 1930 20 5957 98 56 o 9856 o 0145 o 0144 

210 14 4914 5 3471 20 7750 99 42 o 9~142 o 0058 o 0058 

240 15 4919 5 480G 20 8665 99 86 O 99HG o 0014 o 0014 

270 lG 4317 5 5~84 20 7464 99 28 O 9D28 o 0072 o 0072 

300 17 3205 s 7038 20 8UGS 100 00 1 0000 oºººº o 0000 

330 18 1659 5 7991 20 80G9 09 57 o 9957 o 0043 o 0043 

360 18 9737 5 8861 20 86G7 99 BG o 9986 ·O 0014 o 0014 

H) Resultados de la l1berdoon de T1iclos,ín en 11.inocsfcr.is de PLA Lote 1 O ( 4 7 6 % de tnclosán) 

t t"2 In t MI 

(mln) (rng) 

5 2 2361 1 6094 11 OG43 

10 3 1623 2 3026 t:J 6933 

15 3 8730 2 7081 16 9650 

20 4 4721 2 9957 18 8237 

25 
5 ºººº 3 2189 20 5834 

30 5 4772 3 4012 21 6793 

40 G 3246 J 6889 23 5A52 

50 7 0711 J q 120 24 ]80:1 

60 7 7460 4 O~M3 251)184 

70 8 Jíjt)li 4 :!485 ;:5 4·l·U 

80 b ~144 3 4 :1820 2~i ~lU71 

90 9 48li8 4 4998 2G o:.io2 

105 1 o 24 70 4 G540 ¿:) 9630 

120 11J ~1545 4 7875 2f) !í(l51 

150 122474 ~, 01UG 2t) i"7~•7 

180 13 4 lli4 5 1930 2G 3593 

210 14 4914 !í 34 71 26 0:.182 

240 1:, 491~1 !:i ·1HOG ~~r) 7203 

270 16 4] 17 5 5~H34 76 G303 

300 t 7 320:-i ~) 7038 ;~6 fiUOO 

330 18 1G59 5 79D1 Lf.l -l205 

360 18 9737 5 8861 2G 6906 

MUMu' 100 Mt/Mo 

41 32 o 4132 
51 13 o 5113 

63 35 o 6335 
70 29 o 7029 
76 BG O 768G 
BO 95 () 8095 
88 07 o 8807 
q1 04 () 9104 

q3 42 o ~J34~ 
~¡~¡ o 1 () ~lf¡(} 1 

~5 2:i () c.:i:i7 1·) 

1 
f/7 28 O 972H 

9G 95 o ov1:, 
~IR. 9/ O ~W!I 

100 ou 
1 ºººº 

98 43 O 9H4J 
!)9 55 O ~19:1rl 

q~¡ 7B O m17H 

99 44 O ~HJ.14 
qg GI () 9~1()7 

~l9 78 () 9q7H 
m.i G? o 9967 
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In MUMu 

o 8839 
·O 6707 
o 4565 
o 3525 
() 2632 

·Ü 2113 
.() 1270 
o 0[(19 
lJ OliflO 
O O~i 1 L 
() 0487 
o 027() 
00.110 
ll 0103 
o 0000 
() 0158 
o 0045 
o 0022 
O OU~G 
o 0034 
o 01122 

·Ü 00:13 

1·R 

o 5868 
o 4887 
o 3665 
o 2971 
o 2314 
o 1905 
o 1193 
o 0896 
o 0658 
(] 0499 
o 0475 
o 0272 
o 0305 
o 0103 
o 0000 
o 0157 
o 0045 
ú 0022 
o 0056 
o 0033 
o 0022 
o 0033 

r-·-·· 

1 
i ¡;···. 
L:~:-· .. 

In (1-R) 

-O 3105 
.o 4319 
o 5556 

.o 6995 

.o 8078 
-O 9324 

1 37:10 
.1 4976 
1 9884 

·2 1904 
-2 4232 
2 7270 

.J 2003 

.J 82:18 

.G 4805 
4 2408 
5 1470 
6 5453 
4 9362 

.5 4521 
-6 5517 

In (1-R) 

-0.5330 
-O 7161 
-1 0038 
-1 2137 
-1 4637 

1 6583 
·2 1262 
-2 4125 
2 7216 
L 9~84 
3 0466 
3 (;030 

.:J 4901 
4 5802 

-4 1542 
-5 3959 
.5 1117 
-5 1885 
.5 6992 
6 1150 

.5 7052 



ANEXO 4 

1) Rewltado< de l,1 liberación de Triclo«ín en rl<111ocde"1' de PLA Lote 11 (9 09 % de triclo<án). 

1 t 112 In t Mt MUMo<'100 MUMu In MUMu 1·R In (1-R) 

(mln) (mg) 

5 2 2361 1 6094 16 4608 43 01 o 4301 ·O 8437 o 5699 -0.5623 

10 3 1623 2 3026 20 0869 52 48 o 5248 ·O 6447 04752 ·O 7441 

15 3 8730 2 7081 2203A1 ~7 58 o 5758 o 5520 o 4242 -O 8576 

20 4 4721 2 9957 24 4() 17 ó3 91 o 6391 o 4476 o 3609 ·1 0193 

25 5 0000 3 2189 2G 7072 G9 78 O üU78 ·Ü 3598 o 3022 ·1 1967 

30 5 4772 3 4012 27 7758 72 57 o 7257 o 3206 o 2743 ·1 2937 

40 6 3246 3 6889 29 8021 77 87 o 7787 o 2501 o 2213 ·1 5082 

50 7 0711 3 9120 J 1 5930 H2 55 o 82!15 o 1918 o 1745 -1 7457 

60 7 7460 4 0943 32 4781 84 AG O 84Bfi o 1642 o 1514 · 1 8878 

70 8 3666 4 248!".i 34 0812 H9 05 o 8905 O 1 lfiO o 1095 -2 2117 

80 8 9443 4 3820 34 6938 90 65 O 90G5 -O 0982 o 0935 ·2 3698 

90 9 4868 4 4ll98 ]'.1 3909 q2 47 [) 9247 o 078:! [) 0753 ·2 58G4 

105 10 2470 4 6540 3C:i 08B5 94 :>g o 9429 ·Ü 0588 o 0571 2 8636 

120 10 9545 4 7875 ]7 6001 'l8 24 o 9824 [) 0177 o 0176 4 0417 

150 12 24 74 5 010{) '.i7 0062 ~lG ()g o 9fü)~J o 03:16 o 0331 3 4087 

180 13 41134 5 19:30 JI 8h(.1 DH ~l7 O U8~17 () 0104 o 0103 4 5723 

210 14 4914 5 3471 J7 ~l~':_Jl) ~¡~) ¿¿ o n~~2 o 0079 o 0078 4 8492 

240 15 4919 5 4806 ~H1 2•l4S ~¡g UJ o 9093 o 0007 o 0007 7 2226 

270 16 4317 5 5984 38 Oü52 'l9 46 o 9946 -O 0054 o 0054 .5 2188 

300 17 3205 5 7038 37 6119 98 27 o 9827 ·O 0174 o 0173 4 0595 

330 18 1659 5 7991 38 2724 100 00 1 0000 oºººº oºººº 
360 189737 5 8861 38 2161 99 85 o 9985 o 001!:"> o 0015 ·6 5221 

J) Rcwltadm de Id l1bcr.ic1ón de T11clo1<in en rhlllOC<Íera< de CAP. Lote 1 3 ( 1 2 3 ºó de t11clo«in) 

t t112 In t Mt MUM1<"100 MUM" In MUMu 1·R In (1-R) 

(mln) (mg) 

5 2 2361 1 6094 18 3601 88 50 o 8850 ·O 1221 o 1150 2.1632 

10 3 1623 2 3026 19 1034 92 09 o 9209 -O 0824 o 0791 ·2 5366 

15 3 8730 2 7081 19 1983 92 54 o 9254 ·O 0775 o 0746 ·2 5962 

20 4 4721 2 9957 19 3491.) 93 27 o 9327 o 0096 o 0673 2 6991 

25 5 0000 3 2189 19 4711 ~13 86 O 938G o 0634 o 0614 2 7902 

30 5 4772 3 4012 19 G22G 94 59 o 9459 o 0556 o 0541 ·2 9168 

40 6 3246 3 6889 19 7742 9:'.J 32 o 9532 o 0479 o 0468 .3 0620 

50 7 0711 3 9120 1n 9:!5!1 ~JG o~ o 9!)()5 

1 

() 040:\ o 0395 .3 2318 

60 7 7460 4 0943 ¿() Ol"l'.!_ ~IG 49 o 9Ll·1~J n o:Vii' o 0351 3 3501 

70 8 3f>6G •1 2•1B!:'i :!() (),"Bt ~ lt1 ·¡ ~ .¡ ll ~ll) ?!) llOJU o 0321 :1 4374 

80 8 9443 4 :rn¿o ~)() u 1 h l ~{1 ~!) {) ~U)~() ocn:)? o 0350 3 3513 

no 9 4868 4 4~J9B :!O 1~187 ~J7 JI o 97'.17 O O/b7 o 0263 .3 6369 

105 10 24 70 4 üS40 /U .HWCi ~IH :~4 o ~lfQ4 () () 1 77 o 017() ·1 0419 

120 10 9545 4 7H/:) ~d ¿~¡ 1 3 \17H1 O ~l7H 1 002:'1 O 02Hl 3 8226 

150 12 2<l74 5 010G :~o 2GUti ~¡{ fi 7 O U~'fJ7 o o~nn o 0233 3 7572 

180 13 4164 5 1930 ::o 4413 qH~A O 9B'.14 o 0147 o 0146 4 2241 

210 14 4~114 5 1471 20201? ~17 38 O U?:lB o 02n0 o 0262 3 6415 

240 15 4919 5 .rnoG ::io JHOi' !J8 ¿4 o '1824 o 0171 o 0176 .4 0420 

270 lG 4:117 5 5984 20fJ5:~1 99 56 o 9956 o 0044 o 0044 .5 4191 

300 17 3205 5 7038 20 G24G 99 42 o 9942 o 00~>8 o 0058 .5 1489 

330 18 1G59 [¡ 79f/1 20 7450 100 ºº 1 0000 o 0000 oºººº 
360 189737 ~ BBG 1 20 5G41l 99 13 o 9913 ·O 0087 o 0087 .4 7461 
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ANEXO 4 

K) Resultados de la liberación de Triclosán en nanoesfera' de CAP. Lote 14 (4 76 % de !ricios.in). 

1 t112 In t MI MVMu'100 MVMu In MUM" 1-R In (1-R) 
(mln) (mg) 

5 2 2361 1 6094 21 8573 84 68 o 8468 .o 1662 o 1532 -1 8763 
10 3.1623 2 3026 22 8929 88 70 o 8870 .o 1200 o 1130 -2 1800 
15 3 8730 2 7081 23 2910 90 24 o 9024 .u 1027 o 0976 ·2 3268 
20 4 4721 2 9957 23 7758 92 12 o 9212 .() OH21 o 0788 -2 5405 
25 5 0000 3 2189 24 3214 94 23 o 9423 .() 0504 o 0577 ·2 8526 
30 5 4772 3 4012 24 6864 95 65 o 9565 o 0445 o 0435 .3 1339 
40 6 3246 3 6889 25 1710 97 52 o 9752 o 0251 o 0248 .3 6979 

50 7 0711 3 9120 25 324G 98 12 o 9812 n 0190 o 0188 .3 9727 
60 7 7460 4 0943 25 ~R.SH H8 36 O 983G o 01fü) {) ()11}4 .4 1074 

70 8 3666 4 2485 25 50fi8 <18 82 [) 9882 .(1 0118 [) 0118 4 4428 
80 8 944:1 4 3820 25 4774 'l8 71 O U871 O DIJO o 0129 .4 3503 

90 9 4868 4 40r18 2fi 41G~l qH 4~ O 984H () 01 '.i4 () 01 ~)2 4 IH34 

105 10 2470 4 G~40 ~~) t;¿i"ü ~¡~j ¿~ u m.1¿v llOlFI [) ()()71 4 9499 
120 to 9545 4 7875 ::

1 :i 7·Vl4 qq /'fi O D97G 111)();'4 () IJll/·1 G 0479 
150 12 24 74 5 0106 25 6899 ~j'.l ~)J u 9953 [) 0047 [) 0047 5 3665 
180 13 4164 5 1930 25 74~8 ~)9 77 o 9977 [) 00;>4 () [)()23 ·6 0541 
210 14 4914 5 3471 25 8104 100 00 1 0000 O IJOUO () ºººº 
240 15 4919 5 4806 25 7807 99 Be () 9988 o 0012 ll 0012 ·G 7661 
270 16 4317 5 5984 25 6900 99 53 o 0953 .() 004 7 o 0047 .5 3680 

300 17 3205 5 7038 25 7196 99 65 O D965 -U 0035 o 0035 .5 6504 
330 18 1659 5 7991 25 6595 99 42 o 9942 ·Ü 0059 o 0058 -5 1421 
360 18 9737 5 8861 2~1 749G 99 76 () 9976 o 0024 o 0024 -6 0511 

L) Resultados de la l1berac1ón de Triclos.ín en nanocsfcras ele CAP. Lote 1 5 (9 09 % de t11clos,ín) 

1 1111 In t M1 MVM.<100 
(min) (mg) 

5 2 2361 1 6094 20 078G GI 70 
10 3 1623 2 3026 22 4601 69 02 
15 3 8730 2 7081 24 4039 74 ~l~J 

20 4 4721 2 9957 25 4104 78 08 
25 

5 ºººº 3 2189 26 6526 81 90 

30 5 4772 3 4012 28 2277 86 74 
40 6 3246 3 6889 29 7446 91 40 

50 7 0711 3 9120 30 SG77 9'.i CIJ 

GO 7 74Gíl 4 09·13 :m 'J:\44 D~j Ofi 

70 B :IGLllJ 4 :.:'·rn~) J 1 : ~~i/:H) ~ll1 J!) 

80 /j ~443 4 Jb;20 J 1 H 1J4 ~¡ i ¡'f¡ 

90 9 4868 4 4~198 ]:! J:!8¡j rn.i 34 

105 10 2470 4 6540 :Q 452J VD 72 

120 10 9545 4 7875 J2 :)435 100 üü 
150 12 24 74 5 0106 32 0617 !IH 'J.! 

180 13 4164 S El30 32 ll890 ~IH IJ{J 

210 14 4914 s 3471 32 3.l(J:l 99 J4 
240 1'.> 4019 5 4BOLi '.._{ 1 ~n~m ~JH t ~) 

270 !() 4317 ~) 5~!1:!4 :_i¿ ¿:mu CJV Oü 
300 11 :!205 ~ 7038 32 0000 ~18 f) t 

330 18 1059 5 7991 32 2097 98 ~7 
360 18 9737 ~) 8861 32 1803 98 iJB 
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MUMu In MUMu 

o 6170 .Q 4829 
o 6902 ·Ü 3708 
o 7499 .Q 2878 
o 7808 ·Ü 24 74 
o 8190 o 1997 
o 8674 -O 1423 
o 9140 o 0899 
o 93,,3 O OG:!fi 
o u:106 o 0~J07 
u 9hJLi u tu: 1 
() ~l/"/t) 00~)~~7 

0 V~IJ4 o ()(Jf_il) 

() 9~•72 11 IJO,'H 
1 (J(llJ() ()()()()() 

O 9fVi2 () 014,J 
u 98ti0 () 0141 
u 9~134 O OOliG 
O D81 ~i O OIH7 
O 9VOG o 00!14 
O 9AGI o 0140 
o 989i' o 0103 
o 9888 o 0112 

1-R In (1·R) 

o 3830 ·Ü 9597 
o 3098 -1 1717 
o 2501 -1 3858 
o 2192 1 5178 
o 1810 1 7092 
o 1326 -2 0203 
o 0860 ·2 4533 
O OG07 2 8016 
lliW14 .3 0069 
tl \)Jt\4 .J 3130 
o l)~·;~4 J 7972 
() ()(){)() ~' 0204 
o oo:JH ~ 8776 

ll ºººº 
O tl14H 4 2128 
() 0140 4 2710 
o 00136 .5 0281 
o 0185 .3 9873 
[I 0094 -4 6715 
o 0139 .4 2734 
() 0103 4 5798 
o 0112 -4 4953 

'rE'. e r:' 
'FALL1·. 

----·--·1 f"'1(~1r.·· 

1 '~- ~ 1 
"-~~-i\..rl~~~ t 
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